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Resumen

Con el objeto de evaluar la actividad resortiva de las células mononucleares de
sangre periférica (CMNSP), estas fueron aisladas mediante un gradiente de ficol-
Hipaque y estimuladas con 10 uyg/ml de fitohemaglutinina (PHA) durante 72 h en
medio de cultivo RPMI 1640 y suero fetal bovino al 10%. Aproximadamente
20.000 células fueron fusionadas con PEG 3000, otro grupo aproximadamente
del mismo tamario fueron sometidas a fuerza centrifuga a 60 RPM durante120 h,
sembradas sobre laminas de hueso cortical bovino estériles de aproximadamente
5 x5 mm?x 0.5 de alto y tratadas o no con N-acetilcisteina (NAC). Para esto, se
dividieron en 6 grupos de la siguiente manera: 1. Células no fusionadas. 2.
Células no fusionadas + NAC. 3. Células no fusionadas + fuerza centrifuga. 4.
Células no fusionadas + fuerza centrifuga + NAC. 5. Células fusionadas con
PEG. 6. Células fusionadas con PEG + NAC. Transcurrido el tiempo de cultivo las
células se fijaron con metanol acido acético en proporcion 1:3; se procedidé a
identificar proteinas de membrana utilizadas como marcadores caracteristicos de
osteoclastos. Entre estas proteinas estan: ADAM-12, ATPasa, Integrina 33, DC-
stamp, Receptor de calcitonina y Catepsina K. Ilgualmente se evalué la actividad
de la enzima tartrato resistente (TRAP). Posteriormente las células se retiraron
de la lamina 6sea y se evalud la actividad resortiva sobre el hueso donde se
cultivaron las células. Se encontr6 que al fusionar células con PEG, o aplicar
fuerza centrifuga a células no fusionadas, se inducen marcadores caracteristicos
de células osteoclasticas y actividad resortiva, probablemente relacionado con un
aumento de ROS, dado que al aplicar NAC los marcadores y la actividad

resortiva disminuyen.
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Palabras clave: N-acetilcisteina, polietilenglicol, osteoclasto, marcadores

osteoclasto, metabolismo 6seo, resorcidon y células mononucleares.

Abstract

Whit objective In order to assess the resorptive activity of mononuclear cells from
peripheral blood (PBMC), these were isolated by a gradient of ficoll-Hypaque and
stimulated with 10 ug / ml phytohemagglutinin (PHA) for 72 h in RPMI 1640 fetal
bovine serum and 10%. Approximately 20,000 cells were fused with PEG 3000,
another group of about the same size were subjected to centrifugal force for 60
RPM durantel20 h, planted on sheets of cortical bovine bone sterile
approximately 5 x 5 mm x 0.5 tall and treated or not with N -acetilcystein (NAC).
For this, they were divided into 6 groups as follows: 1. Cells unfused. 2. unfused +
NAC. 3. unfused + centrifugal force. 4. unfused + centrifugal force+ NAC. 5. cells
fused with PEG. 6. cells fused with PEG + NAC. After the culture time the cells
were fixed with acetic acid methanol in proportion 1: 3; we proceeded to identify
membrane proteins used as markers characteristic of osteoclasts. Among these
proteins are: ADAM-12, ATPase, B3 integrin, DC-stamp, cathepsin K, calcitonin
recptor and activity enzyme tartrate resistant (TRAP) was evaluated. The cells
were removed from the plate, and resorptive activity was evaluated on bone
where the cells were grown. It was found that by fusing cells with PEG, or
applying centrifugal force to unfused cells, markers characteristic of osteoclastic
cells are induced and resorptive activity, probably related to an increase in ROS,
since applying NAC markers and resorptive activity decrease.

Keywords: N-acetylcysteine, polyethylene glycol, osteoclasts, osteoclast

markers, bone metabolism, bone resorption and mononuclear cells.
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1.Introduccion

Los osteoclastos son células diferenciadas terminales, provenientes de la linea
hematopoyética que realizaran actividad resortiva sobre hueso o tejidos
mineralizados y presentan marcadores caracteristicos. Se han ensayado
diferentes modelos para tener células con actividad resortiva, algunos utilizan
hormonas recombinantes de alto costo, cultivan las células durante
aproximadamente 15 dias o mas para lograr la diferenciacién y que presenten
marcadores positivos para osteoclastos con actividad resortiva (1) (2) (3).

Las células obtenidas en el laboratorio con actividad resortiva y marcadores
tipicos de células osteoclasticas se le denominan “osteoclast-like cell” o células

similares a osteoclastos.

En el laboratorio de biologia molecular de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional se ha generado un modelo con actividad resortiva
consistente en fusionar células de origen monocito-macréfago (U937 humanas o
J774 de raton), células mononucleares de sangre periférica (CMNSP) humanas,
fibroblastos de origen gingival. La fusion se realiza con polietilenglicol (PEG). El
mismo laboratorio encontré que al someter estas mismas células sin fusionar a
fuerza centrifuga, desarrollaban actividad resortiva y expresaban marcadores
propios de osteoclastos. Esto trajo la posibilidad de evaluar su actividad resortiva

sobre hueso, en un modelo que es de facil reproduccién (4) (5).
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2.Justificacion

Se ha reportado que durante la actividad del osteoclasto o de células similares a
osteoclastos, se aumentan las ROS (“reactive oxygen species”) probablemente
por un aumento en la generacién de hidrogeniones necesarios para generar un
ambiente acido y poder retirar el calcio del hueso o dentina en el proceso de
resorcion. En un estudio (6), cultivaron células de sangre periférica durante 3
semanas estimuladas con FSC-macrofagos y RANKL identifican la expresion
diferencial de TBP-2 (proteina de union tiorredoxina 2) y Trx-1 (tiorredoxina) la
primera es una proteina antioxidante, que actia como antagonista de las ROX, es
importante en la regulacion de factores de transcripcion y en la inactivacion del
osteoclasto, la segunda es una agonista importante durante la osteoclastogénesis
incluyendo mecanismos de activacion del osteoclastos; cuando al cultivo le
agregaron RANKL, la expresion de TBP-2 se redujo, mientras que se incremento
Trx-1 sugiriendo que Trx-1 est4 presente en la diferenciacion y activacion de los
células similares a osteoclastos y cuando aplicaron el antioxidante N-
acetilcisteina revirtié este patrén aumentando TBP-2 vy reduciendo Trx1, con lo
cual se inhibi6 marcadamente la osteoclastogénesis. La aplicacion de N-
acetilcisteina (NAC) como agente reductor inhibi6 la actividad osteoclastica
bloqueando la accién de NOX (NADPH oxidase) y SOD (superoxido dismutasa),
proteinas que conducen a la formacion ROS. Cuando se aplica al cultivo celular
NAC se inhibe la respuesta de las células BMM al RANKL, incluyendo la
produccion de ROS, inhibe la diferenciacion de osteoclastos o disminuye su

funcién resortiva
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Por esta razén se quiere explorar si células mononucleares de sangre periférica
(CMNSP) humana fusionadas con PEG o sometidas a fuerza centrifuga,

presentan modificacion de la actividad osteoclastica al tratarlas con NAC (7).
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3.Marco tedrico

3.1 Osteoclasto

Los osteoclastos como los conocemos actualmente fueron descritos en 1873 por
Kolliker, quien propone inicialmente el término de ostoklast para células
multinucleadas, maoviles, que presentan en su superficie activa una estructura que
se describe en la literatura como borde en cepillo y que aln es vigente para la
superficie en contacto con el tejido 6seo, dentina o cemento, alli genera la
conocida laguna de resorcién, cumpliendo asi su funcién al extraer el componente
inorgénico, pasandolo a la circulacion sanguinea y descomponiendo la matriz
organica del hueso la cual reutiliza y/o exporta a la matriz extracelular, es una
célula de gran tamafio 85 a 100 micras aproximadamente, puede incluir hasta 150
ndcleos, cobra una significativa importancia en el metabolismo 6seo, su funcién
es la resorcion Osea, desempefian importantes funciones en el area de
odontologia y en procesos patolégicos como periodontitis, procesos como
crecimiento y desarrollo, movimiento dental, oseointegracion, injertos y reparacion
de fracturas, en el remodelado 6seo de estructuras de interés como maxilares y

viscerocraneo, entre otros (5) (8) (9).

En cuanto a la estructura general del osteoclasto se reconocen 3 regiones

especificas:

1. Zona clara o zona de sellado es un perimetro de citoplasma, contiguo al

borde en cepillo, contiene abundantes microfilamentos de actina, estos se
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hallan organizados en una estructura circular que esta rodeada en ambos
lados por proteinas de union a la actina (integrina, vinculina y talina), en
esta zona existen moléculas de adhesion célula — MEC que forman el sello
apretado entre la membrana celular y la matriz 6sea mineralizada. Varias
clases de receptores estan presentes para mantener el sellado: integrinas
como av 3 para vitronectina, receptor a2 B1 para colageno o av B2, al

interior de esta zona se forma el borde festoneado o borde en cepillo (10).

Borde festoneado o en cepillo: Es la porcion del osteoclasto en contacto
directo con el hueso; contiene muchos repliegues profundos de la
membrana plasmatica que forman estructuras de tipo microvellosidades,
es una zona altamente permeable encargada de aumentar el area de
extension de esta superficie, para la exostosis de las enzimas hidroliticas,
proteoliticas y secrecion de protones por las bombas protdnicas
dependientes de ATP, de igual manera estos repliegues también favorecen
la endocitosis de los productos organicos e inorganicos resultado de la
degradacion ésea, en el citoplasma cerca del borde festoneado hay una
gran cantidad de mitocondrias y lisosomas, los nucleos se ubican

generalmente en la parte mas alejada de la superficie 6sea (10).

Zona basolateral: interviene en la exocitosis del material digerido, las
vesiculas de transporte con material 6seo degradado, se fusionan con la
membrana celular para liberar su contenido al medio extracelular (10).
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Figura 1. Ultraestructura del osteoclasto y sus tres principales zonas (10).

El origen del osteoclasto no es totalmente claro, se han planteado varias teorias,
algunas de ellas son: la primera entre 1949 al 1970 que el osteoclasto y el
osteoblasto tenian el mismo linaje, los osteoblastos se fusionaban para formar el
osteoclasto, y viceversa cuando en ciertas ocasiones el osteoclasto se dividia
para formar osteoblastos y estos formaban el osteocito; posterior a esto 1970 se
propone la teoria bifiletica, en donde se plantea que los osteoblastos y
osteoclastos tenian diferente linaje y finalmente para inicio de los 80 se reconocio
al sistema fagocito-monocitico como precursor del osteoclasto, aceptandose su
origen como hematopoyético, derivando entonces de “Unidades formadoras de
colonias de granulocito-macrofagos” (CFU — colony-forming unity), asi mismo
precursoras de monocitos y macréfagos derivados inicialmente de la estirpe
celular hematopoyética comprometida con la linea mieloide, son estimulados por
ligandos como el RANKL marcador de actividad y proliferacion de osteoclastos,

también se plantea la inhibicion de estos tanto en actividad como en cantidad por


http://www.sciencedirect.com.ezproxy.unal.edu.co/science/article/pii/S135727251200180X

19

las OsteoProteGerinas (OPG) producidas por fibroblastos, osteoblastos,

osteocitos y células de tejido conectivo proximos al hueso (5) (11) (12).

Sin embargo gracias a los recientes avances y conocimiento de plasticidad
celular, reconociéndose otros origenes como es recientemente aceptado, y adn
mas popularizado por el premio Nobel de fisiologia y medicina en 2012 Sir Johon
B, y otros autores como Gurdon, Shinya Yanamaka, los cuales demostraron que
las células maduras pueden reprogramarse a células pluripotenciales,
generandose el concepto de desdiferenciacion, y a partir de esta condicion la
célula toma una linea para diferenciarse nuevamente en la célula para la cual se
esta generando algun estimulo o mediador, y todo esto dependiendo de la
necesidad del sistema, quedando entonces la posibilidad de grandes adelantos,
al no limitar los linajes celulares a determinados érganos, asi, la plasticidad
celular reciente y significativo hallazgo cientifico evidencia el potencial genético
gue mantienen todas las células nucleadas del cuerpo, aun incluso aquellas
totalmente diferenciadas o maduras, gracias a la informacion presente en el
material genético, del cual toda célula cuenta con un juego en su nucleo, abriendo
grandes posibilidades al campo cientifico y eliminando limitaciones conceptuales
de gran importancia con las cuales se habian desarrollado los conceptos de
diferenciacion hasta ese momento, ahora debemos abrir la mente a una gran
cantidad de posibilidades antes inconcebibles desde la biologia y genética para
cualquier célula nucleada (4) (13) (14) (15).
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3.2 Resorcion 6sea

El termino resorcién désea puntualmente hace referencia a la disolucién y
desintegracion del tejido Oseo, retirando parte de este de un tejido que
conformaba una estructura, al tiempo que se hace la reabsorcion del mismo para
pasar a circular en sangre en forma de calcio, otros minerales y algunos
productos de la degradacion de la materia organica en el hueso, solo en este
momento se realiza la reabsorcion; se usa frecuentemente de forma
indiscriminada los dos términos resorcion y reabsorcion, y a nivel 6seo se estan
dando primero resorcion y luego reabsorcion ya que este segundo término
(reabsorcidn) en el cual se hace referencia al verbo reabsorber quien por su parte
refiere absorber nuevamente, puede ser mejor usado en la fisiologia renal, en
donde la arteria renal lleva sangre que contiene glucosa previamente resorbida y

los rifiones la reabsorben (resorben nuevamente) (16) (17).

El doctor Del Nero Vera, médico y odontdlogo propone también el término de
resorcién 0sea o dental como una inflamacién sobre el tejido mineralizado en el
cual hay una desintegracion de la matriz organica e inorganica y posterior paso

del resultado a la circulacion en sangre (18).

También hay otra diferencia con una connotacién un poco semantica, en la cual
se utiliza el término resorcion para la adsorcion de estructuras propias del cuerpo,
por ejemplo hueso, tejidos o liquidos propios y reabsorcion para agentes externos

por ejemplo una sutura reabsorbible (19).

Durante el proceso de resorcion Osea la estructura inorganica debe ser
degradada del hueso, la cual, estd constituida por una fase mineral de
hidroxiapatita, seguida por la degradacion de la parte organica del hueso formada
en su mayoria por colageno tipo 1 (>90%) y proteinas no colagenas. En la
desmineralizacion del hueso se produce una acidificacion del microambiente

extracelular, este proceso es mediado por la enzima vacuolar H+-ATPasa (similar
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a una bomba de protones) localizada en el borde de cepillo que se identifican
como entradas y salidas citoplasmaticas especializadas, el cual aumenta su
superficie de contacto y se adhiere con este al area 6sea que va a ser resorbida.
Debido a un abundante transporte de protones por un intercambiador
independiente de energia (CI-/HCO3) sobre la superficie opuesta al borde de
cepillo del osteoclasto mediado por la anhidrasa carbonica Il (CAIl) a partir de
CO2 y H20.

El resultado de este transporte de iones es la secrecion de HCI (acido clorhidrico)
en el microambiente de resorcion llevando a un pH aproximado de 4.5,
sumandose a ello la expresion de enzimas liticas como el TRAP y pro-
CATEPSINA K, en un pozo de resorcion denominado lagunas de Howship o
lagunas de resorcion. Asi mismo &cidos como el citrico y el lactico, liberados por
las vesiculas secretoras y por las mitocondrias son expulsados en la laguna de
resorcion atreves del borde de cepillo, en donde disuelve las sales dseas y
produce lisis del hueso en forma de cavidades formando tuneles que pueden
llegar a tener entre 100 y 500 uM de largo. Los productos del desarrollo de las
lagunas, entran a la circulacién: calcio, fésforo y aminoacidos constituyentes de
las proteinas Oseas principalmente del colageno, especialmente prolina e
hidroxiprolina, que a la vez van a estimular la calcitonina y la PTH de acuerdo con
la concentracion del calcio i6nico y sérico; estos productos metabdlicos son

utilizados como marcadores bioldgicos que indican resorcion 6sea (20) (21) (22).
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Figura 2. Principales vias bioquimicas y de transporte en el osteoclasto (23).

3.3 RANK, RANKL Y OPG

Para que el osteoclasto inicie su funcidén resortiva, debe ser activada por el
RANKL (ligando para el receptor activador del factor nuclear k B), molécula
principal involucrada en la activacion del osteoclasto producida por los
osteoblastos, las células del estroma, los linfocitos T, fibroblastos entre otras. Los
efectos del RANKL estan mediados por su uniébn a un receptor altamente
especifico, el RANK (El receptor activador del factor nuclear k B), una proteina
transmembrana expresada por los osteoclastos, preosteoclastos, monocitos. La
unién del RANK con su ligando RANKL, induce la activacion de una cascada de
eventos intracelulares que llevan a la diferenciacion y activacion de los
osteoclastos (11) (24) (25) (26).
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Las células T son una fuente importante de RANKL, experimentos in vitro e in
vivo demuestran que la activacion de células T conlleva al incremento en
osteoclastogénesis y resorcion 6sea. Sugiriendo que los estados inflamatorios
agudos y cronicos, al igual que ciertas leucemias, contribuyen con perdida

patolégica de masa 6sea mediada por osteoclastos (5) (27).

El RANKL tiene un inhibidor competitivo que inhibe su union al ligando RANK,
denominada osteoprotegerina (OPG) miembro de la superfamilia de receptores
del TNF segregado por los osteoblastos no anclados a la membrana. Actla como
sefiuelo uniéndose al RANKL y neutralizandolo (receptor trampa), impide su unién
con el RANK, inhibe la diferenciacion, supervivencia y fusion de los precursores
de osteoclastos, bloguea la activacion de los osteoclastos maduros e induce su
apoptosis. Sin embargo recientemente una nueva citoquina producida por las
células T, denominada SOFAT (por sus siglas en inglés Secreted
osteoclastogenic factor of activate T Cell), evaluado en monocitos de ratén de la
linea RAW 264.7 demostraron que al ser estimulados con SOFAT, expresan
marcadores osteoclastogénicos como integrina avpB3, captesina K y anillos de
actina aun cuando dichas células se estimulan simultdneamente con OPG,
demostrando que esta citoquina estimula la formacién de células similares a

osteoclastos y no esta mediada por RANKL (27).

Dai y colaboradores plantean que la interleukina 18 (IL-18) directa o
indirectamente tiene efectos osteoclastogénicos mediado por células T en Artritis
Reumatoide (AR) sinovial. Compararon sus efectos con la incorporacion de IL1B y
TNFa. Esta investigacién concluye que en presencia de PHA la cual pre
estimulaba las células T o células T sinoviales de AR, IL18, IL1B8, o TNFa
incrementaba el RANKL soluble, la expresion de RANKL membranal en una
relacion dosis dependiente. Pero no induce la expresion de M-CSF, GM-CSF,
IFNy u OPG. Indicando ademas, que puede estimular la produccion de
osteoclastos a través de la sobre regulacion de RANKL en las células T AR

sinoviales (28).
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Figuro 3. Interaccion del RNAK, RANKL y OPG en el metabolismo 6seo. (29)

3.4 Resorcion 6seay dental en ortodoncia

Durante el movimiento dental en los tratamientos ortodonticos es necesaria la
presencia de todos los tipos celulares del metabolismo éseo; asi, la resorcion por
parte de los osteoclastos en las zonas de presion sobre el ligamento periodontal y
deposito por parte de los osteoblastos en zonas de tension, son indispensables
para que se produzca el movimiento dental a través del remodelado éseo, pero, al
llegar a la finalizacion del tratamiento ortodontico, se pretende mantener esta
posicion dental final lograda y evitar a toda costa la recidiva del movimiento; para
ello es indispensable que se suspenda este remodelado Oseo, y asi evitar el

movimiento dental, ya que la mayoria de los tratamientos ortodonticos tienen
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algun grado de recidiva, seria ideal contar con un reactivo biologico para evitar la
recidiva del movimiento dental ortodontico. Una posible forma, es evitando la
resorcion ya que se suspenderia hueso alveolar impidiendo el movimiento por un
nuevo remodelado 6seo de su soporte y conservando el diente en la posicion
lograda por el tratamiento ortodontico, sin embargo hasta ahora continua siendo
vigente el uso de un retenedor mecanico (placas Hawley, acetatos, placas Essyx,
retenedores fijos en lingual y en vestibular, entre otros) que no siempre tienen
buena aceptacion por parte del paciente y que se muestran en la mayoria de los
casos poco aceptados por parte del paciente como Unico mecanismo para
mantener los resultados del tratamiento activo de la ortodoncia correctiva (30)
(31) (32) (33).

El movimiento dental inician con una fuerza mecanica normalmente generada
sobre la corona del diente, en la cual hay un aumento en la presién de los fluidos
en el sistema LCS (lacuno-canalicular) y esto se traduce como un estimulo
guimico a los receptores de superficie celular de los osteocitos (integrinas) alli se
genera una afluencia celular de Na y Ca al interior del osteocito, activando las
vias de las MAP que a su vez activan los factores de transcripcion CREB y NFAT
(34).

El espacio en la matriz que rodea las inmediaciones de la célula y los procesos
citoplasmaticos, forman la laguna y los canaliculos osteocitarios, generando una
red tridimensional interconectada a través de la cual transitan liquido intersticial y
sustancias como citoquinas, aportando asi la porosidad caracteristica. A esta red
se le conoce como el sistema lacuno-canalicular (LCS) y cobra especial
importancia en el transito metabodlico e intercambio de sustancias asi como
también en la nutricion de las células. Una de las principales funciones que se le
atribuye al osteocito y al LCS es la capacidad de censar y transducir los estimulos

mecanicos que actuan sobre el hueso, a estimulos citoquimicos (34)..
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El movimiento ortodontico entonces se puede interpretar asi: con una fuerza
dirigida hacia la derecha, va a existir un lado de presion (derecha) donde hay
actividad osteoclastica; y un lado de tension (izquierda) donde hay elongacién de
las fibras del ligamento que estimula el movimiento de los fluidos en los canales
del hueso y esto se traduce en una sefial quimica para los osteocitos que
responden a estimulos que causan tensidn en el hueso y se liberan monofosfato
de adenosina ciclico (CAMP), osteocalcina y factor de crecimiento similar a
insulina. La liberacion de estos factores facilita la incorporacion de
preosteoblastos que favorecen el remodelado 6seo por depdsito de matriz y su

posterior mineralizacion.

Todo lo contrario en los sitios de presion en donde tenemos que la transduccion
de esta compresion mecanica a estimulos citoquimicos generara la sintesis de
factores preosteoclasticos, incluyendo, FNT, Interleuguinas, RANL entre otros,
como ya fue descrito en el item 3.2 y 3.3 de resorcién ésea.

La reabsorcion radicular es un aspecto de mucho interés en el area de ortodoncia
ya gque muchos pacientes presentas esta condicion durante la evolucion del
tratamiento, las condiciones a través de las cuales se puede presentar se han
planteado en relacién a magnitudes para la fuerza que podria estar generandose
para el movimiento dental, un limite de 250 gr pareceria facil de identificar antes
de estar realizando fuerzas con posibilidad de resultar en una reabsorcion
radicular, sin embargo hay muchas otras variables e individualidad de cada

paciente que intervienen en este proceso.

El mecanismo biol6gico de la reabsorcién radicular consiste en una hialinizacion
inicial 0 necrosis vascular aséptica por el exceso de presion sobre el ligamento
periodontal, que altera el ambiente bioquimico, comienza con la reabsorcion del
cemento al reclutar células para la eliminacion de las areas hialinizadas,
principalmente macrofagos que se acumulan para eliminar el tejido necrotico. La
laguna formada puede continuar si el estimulo desencadenante continda o

empieza a repararse de 2 a 4 semanas si se elimina dicho estimulo. Los
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odontoclastos son los encargados de la reabsorcion radicular desmineralizando el
tejido calcificado y degradan la matriz organica, tienen la misma funcién del
osteoclasto el termino obedece simplemente a su localizacion al igual que
también se plantea el uso de cementoclastos para aquellos encargados de
resorber el cemento; esta reabsorcion radicular es una respuesta que se
caracteriza por la producciéon de: Prostaglandina E2: regulada por las hormonas
paratiroideas y calcitonina, neurotransmisores como la sustancia P y el
polipéptido intestinal vasoactivo, citoquinas e Interleuquinas (IL1 alfa y beta, 1L2),

factor de necrosis tumoral e interferon gama (35) (36) (37).

Se han descrito varias clasificaciones para la resorcion dental entre ellas

podemos destacar:

Resorcion radicular externa: Es un proceso patologico que se inicia por un
estimulo externo, que avanza desde el cemento hacia la dentina y que afecta la
superficie externa o lateral de uno o varios dientes. En cuanto a su prevalencia,
algunos autores reportan que oscila entre 0.5 — 3 mm de reduccién radicular

durante el tratamiento de ortodoncia (38).

Resorcion de superficie: Es un proceso autolimitante que compromete areas

pequefias de la superficie radicular.

Resorcion Inflamatoria: Se relaciona con células multinucleadas que colonizan
las superficies desprovistas de cemento y reabsorben la dentina. A su vez se
subdivide en: transitoria (cuando el dafio es de poca magnitud y duracién, no se
detecta radiograficamente y es reparado por cemento rapidamente) y progresiva

(por estimulos de largos periodos) mayor magnitud con el tiempo (38).

Resorcion radicular por reemplazo: Se produce por una necrosis extensa del
ligamento periodontal con formacién de hueso sobre en la raiz. El hueso
reemplaza lentamente el cemento perdido produciendo anquilosis. Para

diagnosticar la anquilosis, un posible método es realizar percusion suave en el
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diente y tener presente el sonido que emite (metalico), o ante el intento de

movimiento por 3 meses y no ver respuesta (38).

Se considera como barreras para evitar esta resorcion el cemento, mas aun el
cemento celular y todos los tejidos blandos ya que estos tienen el potencial de
producir OPG lo que constituye un mecanismo para inhibir la accion de los

osteclastos (37).

3.5 Células de sangre periférica

Las células mononuclear de sangre periférica (PBMC) son
células sanguineas caracterizadas por poseer un solo nucleo redondo, entre ellas
se diferencian: los linfocitos y monocitos, hacen parte del sistema inmune con
multiples funciones como son: defensa inmunoldgica, metabdlica e inflamatoria.
Forman poblaciones heterogéneas que se distribuyen en diferentes tejidos y
organos, adicionalmente estan disponibles para llegar a donde hay irrigacién

sanguinea y fuera de ella ya que responden a citoquinas quimio atrayentes (12).

Se originan en la medula 6sea a partir de células madre pluripotenciales por
efecto de las citoquinas GM-CSF, M-CSF e IL 1 y 3. Tienen una vida promedio de
60 dias tiempo tras el cual, si no se encuentran activas mueren por apoptosis.
Aunque también pueden convertirse en células fagociticas fijas o células de

patrullaje que llegan a sitios puntuales tras el estimulo adecuado (12).

Entre las células mononucleares de sangre periférica encontramos los linfocitos T
y B, los cuales tienen relacion con el metabolismo éseo. Linfocitos T, expresa
PPR funcional, responde a la PTH y estimula la diferenciacion OB (osteoblastos)
también producen RANKL para la estimulacién de osteoclastos. El papel del
mecanismo de accion de la PTH en las células T, permanecid sin detectar

durante un periodo de tiempo, pero ya se conoce que al trasplantar tumores para
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la producciéon de PTH y / o PTHrP en ratones causa una hipercalcemia por
aumentd de la resorcion y simultdneamente de linfocito T, algunos autores las

consideran pre-osteoclastogenicas (39).

Las células mononucleares obtenidas de sangre periférica cultivos se obtienen
usando Ficol hypaque, un polisacéarido hidrofilico que separa capas de la sangre,
con monocitos y linfocitos formando un buffy coat bajo la capa del plasma.
Este buffy contiene las PBMCs (40) (41) (42) (43).

Para aumentar su cantidad estimulando la actividad mitogenica en cultivo se
plantea el uso de fitohematoaglutinina (FHA), puntualmente en el caso de los
linfocitos T (28).

3.6 Modelo para generar células con actividad
osteoclastica

Se ha definido la actividad y conceptos en relacidén con los osteoclastos, asi como
la plasticidad celular para la desdiferenciacion con la connotacién de que toda
célula tiene el potencian de ante un estimulo generar otra diferente o expresar
fenotipicamente funciones para las que inicialmente no estaba programada, todo
esto en realidad obedece es aun adecuado estimulo, entonces, podriamos
identificar mecanismos para inhibir funciones, de forma local o para limitarlas,
tendiendo control sobre la actividad de la célula y con ello plantear controles para

patologias, disminuyendo su evolucion o eliminandolas (13).

Ya se ha indicado como en el laboratorio de biologia molecular de la facultad de
medicina de la Universidad Nacional se ha generado un modelo con actividad
resortiva consistente en fusionar células de origen monocito-macrofago de las

lineas U937/A and J774 de ratdn o células mononucleares de sangre periférica
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(CMNSP) humanas, e incluso fibroblastos de origen mucosa palatina,
guimicamente con polietilenglicol (PEG). ElI mismo laboratorio determino que al
someter células de estas lineas a fuerza centrifuga desarrollaban actividad
osteoclastica tanto resortiva como la expresidon de marcadores propios de
osteoclastos. Esto trae la posibilidad de evaluar su actividad resortiva sobre el
hueso, en un modelo que es de facil reproduccion y de menor costo comparado

con el estimulo hormonal o de paquete comerciales (4) (5) (6) (44) (45).

Adicionalmente ha sido publicado desde 2008 por Wei y colaboradores el efecto
de las fuerzas centrifugas en cultivos de fibroblastos de ligamento periodontal con
potencial de desarrollar expresion de actividad osteoclastica (46).

Desde 1987 un estudio de Lorenzo y colaboradores donde utilizaban la PHA
(fitohematoglutinina) como estimulador de CMSP sumado con IL-1 recombinante,
y TNFa, encontraron que el efecto de PHA favorecia la sintesis local de IL-1y
ésta media la actividad resortiva, concluyendo que las citoquinas se encuentran
en la circulacién de individuos normales y se producen en los sitios localizados de
diversas patologias, ante estimulos como lesiones, o en cualquier proceso
inflamatorio, esto sugiere que puede influenciar el metabolismo esquelético

normal o anormal (45) (47).

Kotaque a partir de células obtenidas de reemplazos articulares en pacientes con
artritis  reumatoidea concluye que la PHA activa las células T humanas
expresando RANKL la cual induce osteoclastogénesis de monocitos periféricos
autologos, los cuales pueden ser bloqueados por inhibicién dosis dependiente de
OPG y que en general se observa un aumento en la expresion de RANKL en las

células de pacientes con Artritis reumatoidea (48).
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Weitzmann y colaboradores encontraron que la PHA activa células T CD4+ y
CD8+ humanas y estimula la formacién de osteoclastos in vitro por RANKL
(44) (49).

3.7 N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC, N-acetil-L-cisteina) es del grupo (-CO-CH3) unido al
grupo amino (NH2) aminoacido L-cisteina ademas de un acetilo y un nitrégeno lo
cual le confiere disminuir ligeramente la caracteristica hidrofilica de la L-cisteina,
los aminoacidos que contiene, tienen propiedades antioxidantes, el grupo acetil
cisteina la hace mas soluble igualmente en agua, facilitando funciones para la
absorcién y velocidad de distribucion al ser ingerida por via oral. Se considera la
NAC segura, incluso en grandes dosis, y es una buena fuente de cisteina

(aminoacido) (50).

El &tomo de hidrégeno en el sulfidrilo (-SH), molécula anti-oxidante que contienen
azufre (tioles) puede actuar como un electron para neutralizar los radicales libres
(50).

El ligando RANKL (factor nuclear kapa B) es esencial para la diferenciacion y
activacion del linaje monocito-macréfago (BMM) a osteoclastos. Se ha
demostrado que el RANKL estimula las células transitoriamente BMM aumentado
el nivel intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de una
cascada de sefalizacion que implica TNF (factor de necrosis tumoral) receptor del
factor asociado (TRAF), Racl, y NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato) NADPPH oxidasa (Nox). La aplicacién de N-acetilcisteina (NAC) bloguea
la actividad de Nox (NADPH oxidasa) y SOD (superoxido dismutasa), proteina
gue conduce a la formacion ROS, inhibiendo la respuestas de las células a BMM
al RANKL, incluyendo disminucion en la produccion de ROS, la activacion de la
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guinasa c-Jun N-terminal (JNK), p38 proteina (MAP) quinasa activada por
nitrégeno, la sefal extracelular-quinasa regulada (ERK), y la diferenciacion de los
osteoclastos (7) (9) (51).

En un estudio llevado a cabo por Aitken y colaboradores identifican que la
expresion diferencial de TBP-2 (proteina de unién tiorredoxina 2) y Trx-1
(tiorredoxina) se produce durante la osteoclastogénesis, que en presencia de
RANKL, la expresion de TBP-2 se redujo, mientras que se incrementd Trx-1. El
antioxidante N-acetilcisteina revirti6 este patron, aumentando TBP-2 y
reduciendo Trx1, con lo cual se inhibi6 marcadamente la osteoclastogénesis,
concluye que moduladores del sistema Trx tales como antioxidantes (NAC)

tienen potencial como terapias antirresortiva (6).

Lo descrito anteriormente es la base teorica que permite sustentar el uso de NAC
en nuestro proyecto y su posible aplicacion en la clinica para inhibir la resorcion

0sea o0 buscar otros reductores y antioxidantes con similares efectos.

3.8 Polietilenglicol (PEG)

El PEG es un polimero de 6xido de etileno con un hidroxilo terminal (C2H602.
1,2-dihidroxietano).
Este polimero comenzd a ser usado en la década de los 70 en la produccién de

hibridomas (linea celular fija obtenida a través de la fusion de células) (45) (44).

El PEG, es soluble en agua a temperaturas moderadas a diferentes
concentraciones y sobre un amplio rango de pesos moleculares. En la fusién

celular, generalmente se utilizan pesos moleculares entre 100 y 10000 (52) (53).
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Existen dos pasos importante para que el PEG induzca la fusion de membranas
celulares: el primero es la agregacion de las células antes de la fusion y segundo,
la desestabilizacion de las membranas de las células agregadas, permitiendo esto
qgue se dé la fusion, este proceso fue descrito por Arnold y colaboradores en el
cual, la fusion entre vesiculas agregadas o entre células ocurre cuando se utilizan

altas concentraciones de PEG de bajos pesos moleculares (52).

Un requisito para inducir la fusion celular con PEG es que debe existir una gran
cercania de las membranas a fusionar; El PEG contribuye a cerrar los espacios o
“‘gaps” de la interbicapa lipidica, entonces, remueve las moléculas de agua entre
las bicapas adyacentes, debido a la alta afinidad que tiene este polimero por el
agua (54).

Ademas, el solo PEG no puede iniciar la fusion, si los fosfolipidos de membrana
se encuentran dafiados o flacidos. Por lo que la fusion ocurre solo cuando la
energia de superficie de las bicapas lipidicas es modificada por la adicion de
componentes de bajo estrés (53).

3.9 Marcadores propios de osteoclastos

Actualmente la forma mas confiable de identificar y diferenciar una célula de otra
es con marcadores, como receptores de membrana o expresados por la célula en
cuestiébn, como proteinas o enzimas propias de sus funciones, asi entonces se
contara con parametros de diferenciacion constantes y confiables para hablar con
propiedad de un grupo celular sea cultivado o identificandolo de un tejido in vivo
(46) (55) (56).
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Durante el proceso de resorcion 6sea la disolucion de cristales y en general de la
matriz inorganica como fue descrito anteriormente se completa en el interior de
vacuolas intracelulares donde fermentos proteoliticos, como la cisteinproteinasa
acida, la catepsina K, las colagenasas y metaloproteinasas neutras, destruyen la
fraccidn organica. Los osteoclastos multinucleados y algunos mononucleados
(monocitos) con potencial resortivo son positivos a la fosfatasa acida tartrato
resistente (TRAP), que se usa como su marcador mas caracteristico. Otro
marcador de los osteoclastos es el receptor de Calcitonina (RCT), es un
regulador importante de homeostasis de Ca+2 con su accion directa en los

osteoblastos que inhiben la actividad de resorcion 6sea. (57) (23).

3.9.1 ADAM 12

Es una metaloproteasa y desintegrina, hay mas de 30 ADAM identificadas, 4
incluyendo la 12 son proteoliticas importantes, requiere de la presencia de
metales como zinc o0 cobalto para su activacién, a nivel 6seo se considera
también una proteina de anclaje a membrana del osteoclasto para iniciar su
actividad resortiva, catalizando la fusion de células mononucleares para formar

macrofagos y también la adhesion de estos al hueso (58) (59).

3.9.2 ATPasa

La capacidad de la excavacion o resorcion del hueso por los osteoclastos se debe
al microambiente acido con un pH de aproximadamente 4.5 entre la zona del
borde en cepillo y la zona de sellado, para formar la laguna de resorcion 6sea,
este microambiente es generado por la ATPasa H+ vacuolar, la cual acidifica con
hidrogeniones la laguna y mantiene el equilibrio de hidrogeniones entre la laguna
y el interior del osteoclastos, es indispensable para la actividad del osteoclasto
(60) (61).
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3.9.3 Integrina B3

La integrina B3 es una glicoproteina transmembrana que hace parte de los
receptores de adhesién, que son los responsables de la interaccion del
osteoclasto con la matriz extracelular y en el reconocimiento entre las células,
regula la motilidad celular y la organizacion del citoesqueleto para permitir su
adhesién o paso a través del endotelio en la diapedesis. Esta localizado en la
zona de sellado de los osteoclastos, se une a Arg-Gly-Asp (RGD) que contienen
proteinas de la matriz extracelular como vitronectina, osteopontina, sialoproteina
0sea. Asi un integrina puede unirse a varios receptores y estos a su vez unirse a
varias integrinas, las integrinas son indispensables para formar la zona de sellado

sin la cual no podria ocurrir la resorcion 6sea (62) (63).

3.9.4 DC-stamp

La DC-stamp o Proteina Dendritica transmembrana especifica, es una proteina
transmembrana originalmente identificada en células dendriticas o macrofagos,
es estimulada por la IL4. Recientemente, se ha informado que puede inducir la
diferenciacion de osteoclastos y es inducida por el RANKL, sin embargo, el papel
mas conocido de DC-STAMP es en la fusién célula-célula y en vivo sigue siendo
desconocido. En ratones nocaut con deficiencia de DC-STAMP, se demostro el
compromiso de la multinucleacién de macrofagos y osteoclastos, con lo que se
puede demostrar la necesidad de su presencia en la fusion celular y con ello

contribuye a posterior produccion TRAP (64), (65) .
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3.9.5 Receptor de calcitonina

La calcitonina es una hormona hipocalcemica que es secretada por las células C
de la tiroides, sus dos principales objetivos son los rifilones y el hueso. La
calcitonina potencialmente inhibe la resorcion ésea blogueando la formacion y la
activacion de los osteoclastos. El receptor sensible al calcio (RCa) regula la
secrecion de PTH y la reabsorcion de calcio por los tubulos renales en respuesta
a alteraciones en las concentraciones plasméticas de calcio. En el RCa normal, la
hipocalcemia induce un aumento de la secreciébn de PTH y la hipercalcemia
reduce la secrecion de PTH.

El receptor de calcitonina es utilizado frecuentemente para identificar células
similares a osteoclastos, este marcador en células de la linea mielomonocitico
solo es expresado por los osteoclastos para generar un mecanismo autoregulador
de la hipercalcemia (5) (66) (67).

3.9.6 Catepsina K

La cistein catepsina se encuentra principalmente en los compartimentos acidos
de las células. Su funcién es de proteasa en la degradacion intracelular. De
acuerdo al descubrimiento de nuevas catepsinas como la K, V y F, ha
proporcionado evidencia de que también participan en eventos biolégicos
especificos. La catepsina no es estrictamente lisosomica, las proteasas son
transportadas entre fagosomas, endosomas, lisosomas y enzimas. La

acidificaciéon del espacio pericelular de los osteoclastos aumenta la liberacion de
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la catepsina K para promover la protedlisis extracelular. Esta enzima es crucial en

la remodelacion 6sea, en particular en la ruptura de colageno (68) (69).

3.9.7 TRAP

El TRAP (Fosfatasa acida tartrato-resistente) Se considera una enzima casi
inexistente en los tejidos humanos, excepto sobre el hueso que expresa gran
cantidad y es por los osteoclastos, por eso se utiliza como marcador de
osteoclastos aunque los macrofagos también pueden expresarlo (5) (70).

La enzima TRAP interviene en la degradacién de proteinas no colagenas del
hueso, sin embargo las fosfatasas acidas son enzimas encontradas en todos los
tejidos del cuerpo, incluyendo leucocitos humanos; estas enzimas hidrolizan
ésteres de mono fosfato en un medio acido. La TRAP tiene una actividad
catalitica en pirofosfatos organicos (ATP, ADP), pirofosfato de sodio inorganico,
monofosfoésteres de alcoholes aromaticos (1 naftil fosfato y para-nitrofenilfosfato,
considerado como el mejor sustrato para la enzima). La fosfatasa acido resistente
a tartrato es detectable en cerumen fisiolégico y circunstancias patolégicas

asociadas al incremento de la resorciéon 6sea.

Hay una correlaciona entre la expresion de TRAP y el grado de proceso de
resorcién ésea para los osteoclastos, lo que implica un importante papel de esta
enzima en la resorcion 6sea. Esta afirmacion esta basada en experimentos en
gue utilizaron bloqueadores de la enzima y se demostro que la inhibicion de esta
enzima es acompafiada por una marcada reduccion de la resorcion 0sea. Se cree
gue al ser esta enzima una pirofosfatasa, es probablemente la responsable de la
remocion de pirofosfato, potente inhibidor de la solubilizacion de la apatita,

considerado el primer paso esencial en la resorcion (70).



38
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4. Objetivos

4.1

Objetivo general

Evaluar la actividad resortiva de células mononucleares de sangre periférica

(CMNSP) fusionados con PEG, fusionadas con PEG y tratadas con NAC, no

fusionadas, no fusionadas y tratadas con NAC, tratadas con fuerza centrifuga y

tratadas con fuerza centrifuga y NAC.

4.2

Objetivos especificos

Evaluar marcadores caracteristicos de osteoclastos, en CMNSP
fusionadas con PEG, sometidas a fuerza centrifuga, no fusionadas no
tratadas con fuerza o tratadas con NAC.

Evaluar la actividad TRAP, en CMNSP fusionadas con PEG, sometidas a
fuerza centrifuga no fusionadas no tratadas con fuerza o tratadas con
NAC.

Evaluar actividad resortiva, en CMNSP fusionadas con PEG, sometidas a
fuerza centrifuga no fusionadas no tratadas con fuerza o tratadas con
NAC.
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5. Materiales y métodos

5.1 Laminas de hueso

Se siguio el protocolo utilizado en la tesis: “Analisis de la actividad resortiva de
células fibroblastoides (cultivo primario gingival) luego de someterlas a fuerza
tensil o fusionarlas con PEG” (5); el hueso utilizado para esta investigacion fue
cortical de pelvis bovina (bos taurus) laminas de aproximadamente 5 mm de
ancho y largo por 0.5 de grueso, este fue cortado con una pulidora con disco de
carburo de grano grueso y luego pulidas con micromotor eléctrico, piedra rosada
y discos de carbura de grano fino. Estas laminas se sumergieron en una solucién
de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 10% por 8 horas bajo agitacion continua, se
lavaron 10 veces con agua destilada hasta eliminar totalmente el detergente,
posteriormente se esterilizaron con etanol al 70% por 60 minutos y finalmente se
lavaron dos veces con medio DMEM suplementado con 10% SFB. Se utilizaron
cajas estériles de 48 pozos para proceder al cultivo y que al introducir las laminas

oseas fueron llevadas a luz ultravioleta durante un dia.
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5.2 Aislamiento de células mononucleares de
sangre periféricay cultivo

Para la adquisicion de las CMNSP se precedi6 de la siguiente manera:

Se firmo el consentimiento informado (ver anexo 1). Se tom6 muestra de 10 ml
de sangre periférica de un donante voluntario, de 25 afios de edad, género
masculino, sin antecedentes de alteraciones en el metabolismo 6seo, mediante
puncion en el pliegue anterior del brazo, con una jeringa heparinizada (2 ul de
heparina sodica, 5000 Ul en 5 ml. Se realiz6 dilucion 1:1 con medio DMEN y 9 ml
se agregaron suavemente sobre un colchon de 3 ml de Ficoll-Hypaque (1:3 v:v)
(SIGMA-ALDRICH) (71). Se centrifug6 a 1200 r.p.m durante 30 minutos. Mediante
una pipeta se tomé la interface opaca que contiene las CMSP. Se depositd en un
nuevo tubo. Se realizaron tres lavados con medio DMEN a 1500 r.p.m durante 5

minutos cada uno.

Las células se cultivaron en medio DMEM suplementado en SFB al 10% (v/v), en
presencia de fitohematoglutinina—P (PHA-P) 10 ug/ ml para estimular linfocitos T,
encaja de Petri e incubadora a 37°C, 95% de humedad y atmosfera de CO2 al 5%.
Al cabo de 72h de cultivo las células en suspension y adherentes fueron
recolectadas. Estas Ultimas se desprendieron con una solucion de PBS - EDTA
1mM (p/v) por 10 minutos a 37 °C. Posteriormente, las células fueron lavadas con
medio libre de SFB y centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos antes de la

fusion.
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5.3 Division de la muestra

Para proceder a la siembra de las células sobre los huesos se disefiaron 6
grupos, cada uno con 6 laminas de la siguiente manera: 1. Células no fusionadas
(no fu), no tratadas con fuerza (no f) (CONTROL). 2. Células no fusionadas no
tratadas con fuerza (CONTROL) + NAC. 3. Células no fusionadas + fuerza
centrifuga. 4. Células no fusionadas + fuerza centrifuga + NAC. 5. Células

fusionadas con PEG. 6. Células fusionadas con PEG + NAC.

5.4 Fusion celular con PEG y fuerza centrifuga

Las ceélulas se centrifugaron y se elimind el sobrenadante, colocando el tubo
sobre gasa estéril para eliminar todo residuo de DMEM vy evitar diluir el
polietilenglicol (PEG). Se tuvo en cuenta que por cada 1X10° células se aplica 50
pl de PEG1450 al 50% (p/v). Las CMSP aisladas y cultivadas como se menciono
antes, se centrifugaron durante 5 minutos a 700 rpm, se descart6 el sobrenadante
y se secO el excedente sobre una gasa estéril. Sobre el boton de células se
depositaron 50 pl de PEG 1450 al 50% (p/v), previamente calentado a 37 °C, se
agito suavemente, mediante golpes con el dedo en la base del tubo, para
homogenizar el boton celular en el PEG y se llevé a 37° C durante 5 minutos.
Transcurrido este tiempo, se adicion6 40 pyl de DMEM cada 60 segundos por 5
minutos, posteriormente 80 pul de DMEM durante 5 minutos y 160 pl de DMEM
durante 5 minutos siguiendo el protocolo descrito (Moniere-Faugere et al, 2001).
Una vez se diluyé el PEG las células se centrifugaron 5 minutos a 700 x g y se
lavaron dos veces con DMEM para retirar el PEG y se resuspendié en medio
DMEM con SFB al 10%. Para sembrar en cada lamina de hueso cortical bovino

estéril, colocadas previamente en cajas de cultivo estériles de 48 pozos se
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aplicaron 10 pl de la suspension de células fusionadas con PEG en 30 ul de
medio de cultivo. Para que se adhieran las células se dejaron durante 2 horas en
incubadora a 37°C, al 95% de humedad y atmosfera de CO2 al 5%.
Posteriormente se adicion6 400 pul de medio con SFB al 10% en cada pozo. Para
las células tratadas con NAC, se agregd una concentraciéon de 30 mM por pozo
de preparado de NAC en PBS, a las 6 horas de realizada la fusiébn cuando cada

pozo alcanzo 400 ul de medio.

Para las 6 laminas donde se aplico fuerza centrifuga las células no fusionadas se
sembraron sobre la lamina de hueso, como se describié antes. Luego se pusieron
en un motor rotatorio horizontal (Rototorque — ColeParmer®) a velocidad No. 10
(60 r.m.p) que permanecio constante durante 5 dias en incubadora a 37°C, 95%
de humedad y atmosfera de CO:2 al 5%. Para calcular la fuerza ejercida sobre las
células se establecié que fue 9.8 x 10-5 93 gr/cm? (72), al aplicar la siguiente
formula: P=(m x r x r.p.m? x 2)/(A x 9.8 x 900). Donde P es la presion en Kg por
cm2, m: la masa del medio, r: el radio del motor rotatorio, r.p.m: revoluciones por
minuto y A: el area de contacto entre el medio y las células. Siendo m= 0.015 gr,
r=0.065m, A=4 cm2 y RPM= 60 (5).

Para las células tratadas con NAC, se agreg6 una concentracion de 30 milimolar
por pozo de preparado de NAC en PBS, a las 6 horas de realizada la fusién
cuando cada pozo alcanzo 400 pl de medio y se continuo la incubacion hasta el

dia de la cosecha.

Las células se cosecharon fijandolas durante 40 minutos a 4 °C con metanol
acido aceético en proporcion a 1:3, 1 de acido acético y 3 de metanol, 15 minutos,
pre-enfriado a 0° C y se realizaron tres lavados con 200 ul de PBS. Luego, se
dejaron en 200 ul de PBS vy llevaron al refrigerador a 4 °C. Se evaluo la actividad
de la enzima TRAP vy la actividad resortiva. Como control se utilizaron el mismo

numero de CMSP estimuladas con PHA sin fusionar y otro con NAC.
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5.5 Marcadores de osteoclasto

5.5.1 Inmunofluorescencia

Para determinar si las CMNSP fusionadas con PEG, sometidas a fuerza
centrifuga y tratadas con NAC, expresaban alguno de los marcadores
osteoclastogénicos: se realiz6 inmunofluorescencia indirecta. Se utilizaron
anticuerpos policlonales a una concentracion de 0.8 pg/ml (Santa Cruz
Biotechnology®): ADAM12, ATPasa, Integrina 8 3 y catepsina K generados en
cabra y DCstamp y receptor de calcitonina generados en conejo. Para esto, a las
células fijadas cultivadas sobre la lamina 6sea se les retira del PBS, se secan la
lamina 6sea por debajo, con una servilleta. Se agregd a cada lamina ésea 30 pl
de la solucién con el anticuerpo primario y se incub6 durante 1h a 37 °C en
camara humeda. Se lavaron 3 veces con 200 ul de PBS dejando 5 minutos entre
cada lavado. Las laminas dseas se secaron por debajo y se cambiaron de caja.
Se agrego a cada lamina 6sea 30 pl de la solucion con el anticuerpo secundario
FITC anti-cabra (2 pg/ml, Santa Cruz BiotechnologyR) junto con la tincion DAPI, y
se incubd durante 15 min a 15 °C en camara humeda, protegido de la luz. La
tincion DAPI se une a la doble hélice en medio del canal menor del DNA, se
excita a 358 nm y emite a 461 nm de color azul cuando se ilumina con luz Uv y
puede usarse tanto en células vivas como fijadas conjugado en el anticuerpo
secundario. Se realizé lavado con 200 pl de PBS cada 5 minutos por 3 veces. La
muestra se analizé en un microscopio de fluorescencia (Vanguard®) con un

objetivo 100X. Se evalu6 toda la superficie de la lamina de hueso y tomaron entre
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14 y 24 microfotografias representativas por lamina con camara Panasonic®
DMC-FHS.

5.5.2 Determinacion de la fosfatasa acida resistente al
tartrato TRAP

Este procedimiento fue realizado segun la metodologia descrita en el trabajo de
Murillo y colaboradores (4). Las laminas de hueso se dejaron secar al medio
ambiente después de retirar el PBS en el que se encontraban. Se inicid la
preparacion de la tincion mezclando: buffer veronal 30 ml que contenia barbitona
de sodio (acido barbitarico al 0.159 g y 0.33 g de NaOH) y 0.582 g de acetato de
sodio. A este buffer veronal se le adicion6 24.36 mg de tartrato de sodio-potasio
Se mezcldé por separado la solucion formada con 375 pl de pararrosanilina
hexasotizada y 375 ul de nitrito de sodio en hielo. Después, se adiciond
0.00475% de naftol fosfato MX-ASB1 (Sigma-Aldrich), usado como sustrato de la
enzima TRAP. A esta solucion se le ajusto6 el pH a 4.6 usando acido clorhidrico,
ensayo error. Cada lamina recibié 200 pl de esta solucion y fueron llevadas a la
incubadora a 37 °C durante 1 hora y media, se hizo un solo lavado con agua

destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

La coloracién TRAP de acuerdo a las concentraciones de los reactivos y de los
tiempos de incubacion varian entre una coloracion rojo ladrillo, café y rojo violeta.
Para evaluar la actividad TRAP, se hizo un conteo de las células coloreadas en
las laminas de hueso cortical bovino, de cada uno de los grupos evaluados en
este proyecto. El conteo se realizé en toda la superficie de la lamina 6sea, en un

microscopio de luz (Vanguard®), con un objetivo de 40x.
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La evaluacion de las células multinucleares TRAP positivas fue realizada
siguiendo un muestreo aleatorio en forma de W, evaluando y registrando siete
campos representativos de toda la ldmina. Para esto se utiliz6 una camara

Panasonic® DMC-FHS adaptada al microscopio.

5.6 Evaluacion de la actividad resortiva

Primero se procedio al retiro de las células para poder observar las lagunas de
resorcién, posterior a la tincién y observaciéon de TRAP, las células fueron lisadas
con una solucién de NaOCI al 6% y 5.2% de NacCl, (73), bajo agitacion continua
por 15 minutos. Las laminas se lavaron cinco veces con agua destilada, bajo
agitacion y suave cepillado. Para la valoracién de las lagunas de resorcién se
realizd la tincibn de azul de Coomassie método estandar, para aumentar
contrastes en la superficie de las laminas de hueso una vez removidas las

células.

Las tinciobn de azul de Coomassie se realizo con 0.25% Coomassie, 50%
metanol, 10% &cido acético 40% H20, se aplicaron 400 pl a cada pozo y se
dejaron tapados por 10 minutos con agitacion leve ocasional. Las laminas de
hueso se decoloraron con una mezcla de metanol, acido acético y agua
(50:10:30%, V/V) cambiando varias veces la mezcla hasta que no se
desprendiera mas colorante y alternando cada lavado de 400 pl con agua
destilada, Finalmente se dejaron con 200 pl de la solucion para decolorar la
tincion en cada pozo. Las laminas fueron secadas con servilleta, sin presionar y
al medio ambiente, para realizar el conteo se tomaron quince fotografias
representativas con una camara Panasonic® DMC-FHS; de cada grupo de 6

huesos, se evaluaron con el objetivo 10 y 20 X en un microscopio de luz
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Vanguard®, se conté el niumero de células en cada campo, y se realizé un
clasificacion para las lagunas de resorcion para hacerlo mas descriptivo: lagunas
grandes y profundas, grandes y superficiales, pequefias y profundas, y pequefas
y superficiales. Se sumaron los resultados en todas las fotos de cada lamina para
los 6 grupos experimentales (PEG, PEG+NAC, no fusionadas no tratadas con
fuerza (CONTROL) no fusionadas no tratadas con fuerza (CONTROL)+NAC,
fuerza y fuerza+NAC), al final se sumaron los datos y se dividié en el nimero total

de laminas observadas.
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6. Resultados

6.1 Evaluacion mediante de la expresion de marcadores

osteoclasticos.

Para esta evaluacion se realizé inmufluorescencia indirecta utilizando anticuerpos
primarios policlonales especificos contra las proteinas celulares. Se encontré que
en todas las laminas, para todos los anticuerpos evaluados: ADAM12, ATPasa,
DCstamp, Integrina 83, receptor de calcitonina y catepsina K, presentaron células
positivas en la tincion DAPI. La distribucion fue irregular, algunas presentaron
mayor afinidad por el borde de la lamina 6sea (figura 4 C y c), otras muy
dispersas sobre toda la lamina, en grupos de pequefio tamafio (figura 4 C), y
otras con grupos celulares grandes que se ubicaron cerca al centro de la lamina

(Figurad4 Aya),

Algunas laminas presentaron mdultiples grupos de células pequefias, de una
distribucién relativamente constante, acompafiado de algunos grupos grandes.
Este patron se observé principalmente en las ldminas sobre las cuales se trataron
las células con NAC, entre ellos ADAM-12 tratado con fuerza centrifuga y NAC,
ATPasa fusionado con PEG vy tratados con NAC, ATPasa no fusionadas tratada
con NAC, y Captesina K fusionada con PEG y tratadas con NAC (figura4 D, Ey
G y Anexo 2 figuras 6C, 10C, 11C y 13C). Al evaluar la fluorescencia para los
diferentes anticuerpos, la mayoria de ldminas presentaron pocos grupos celulares
positivos para el anticuerpo respectivo (figura 4 d,e y g y Anexo 2 figuras 6D, 10D,
11D y 13D). Sin embargo, fue evidentemente menor la cantidad de grupos
celulares, en los grupos tratados con NAC (figura 4 C y c). Algunos de estos

grupos tratados con NAC, conservaron la misma forma de los grupos no tratados
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con NAC, pero otros cambiaron significativamente de forma y tamafio (figura 4 D
y d)

La catepsina K y DC STAMP (figura 4 E y e), fue positivo para las células
fusionadas con PEG, fuerza centrifuga y el grupo no fusionado, en los tratados
con NAC (figura 4 F y f), se observaron pocos grupos celulares positivos para el
marcado (Anexo 2 figuras 11,12 y 13) y (Anexo 2 figura 14, 15y 16).

Para el marcador de ATPasa (figura 6 C, ¢ ,D y d) casi todos los grupos se
encontraban dispersos, tanto en los grupos tratados NAC como en los no
tratados. Sin embargo, la inmunofluorescencia con mayor cantidad de grupos

celulares positivos fue en los no tratados con NAC.

Al evaluar el marcador DC STAMP, un marcador caracteristico de células
fusionadas, se evidencio en los 3 grupos (fusionados con PEG, no fusionados y
fuerza centrifuga) grupos celulares de tamafio mediano bastante definidos y
positivos para el marcador, a diferencia de los grupos tratados con NAC en los

cuales el marcador se observé practicamente negativo.

Al evaluar el anticuerpo en ATPasa en el grupo sin NAC, se observaron grupos
celulares fluorescentes de gran tamafo, respecto a los tratados con NAC. (Anexo
2 figura 10 Ay B).

A continuacién se presenta una tabla con los grupos celulares méas significativos
encontrados en la valoracibn de anticuerpos al microscopio de
inmunofluorescencia 100x, se valu6é la fluorescencia de grupos grandes y
pequefios. Se utilzaron 6 anticuerpos: ADAM12, ATPasa, Catepsina K, DC stamp,

integrina 83 y receptor de calcitonina.
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Anticuerpo PEG PEG FUERZA FUERZ CONTROL | CONTROL
+NAC +NAC +NAC
DAPI 26 (100%) 29(100%) | 65(100%) | 231(100%) | 62(100%) 45(100%)
ADAM12 14 (54%) 5(17%) 10(15%) 25(11%) 23(37%) 16(36%)
DAPI 65(100%) 88(100%) | 164(100%) | 156(100%) | 234(100%) | 262(100%)
ATPasa 27(42%) 21(24%) 34(21%) 11(7%) 36(15%) 25(10%)
DAPI 231(100%) | 239(100%) | 265(100%) | 255(100%) | 330(100%) | 197(100%)
Catepsina K 84(36%) 28(12%) 70(26%) 62(24%) 48(15%) 52(26%)
DAPI 62(100%) 59(100%) | 37(100%) | 50(100%) 86(100%) 88(100%)
DC stamp 31(50%) 18(31%) 15(41%) 7(14%) 21(24%) 18(21%)
DAPI 193(100%) | 253(100%) | 457(100%) | 168(100%) | 398(100%) | 291(100%)
integrina B3 51(26%) 49(19%) 116(25%) 51(30%) 40(10%) 15(5%)
DAPI 142(100%) | 234(100%) | 246(100%) | 360(100%) | 183(100%) | 112(100%)
receptor de 22(16%) 36(15%) 30(12%) 25(7%) 56(31%) 8 (7T%)
calcitonina

Tabla 1. Numero de grupos celulares positivos para DAPI (azul) y para anticuerpos

(ADAM12, ATPasa, Catepsina K, DC stamp, integrina 83 y receptor de calcitonina)

(verde), contadas sobre microfotografias de las

[aminas obtenidas con camara

Panasonic® DMC-FHS adaptada a Microscopio de fluorescencia (Vanguard®)

observadas a 100x para los 6 grupos experimentales (fusionadas con PEG, fusionadas
con PEG+NAC, tratadas con FUERZA, tratadas con FUERZA+NAC, no fusionadas no
tratadas con fuerza (CONTROL),
(CONTROL)+NAC.

y no fusionadas no

tratadas con

fuerza
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Figura 4. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia de anticuerpos policlonales, a
los 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 uyg/ml DAPI. y anticuerpos, evaluados al Microscopio de
fluorescencia (Vanguard®) observadas con objetivo de 100x, fotografias con camara Panasonic®.
DMC-FHS A. no fusién no tratadas con fuerza (CONTROL) DAPI, a. no fusién no tratadas con
fuerza (CONTROL) anticuerpo para ADAM12. B. no fusibn no tratadas con fuerza
(CONTROL)+NAC DAPI, b. no fusién no tratadas con fuerza (CONTROL)+NAC anticuerpo para
ADAM12. C. fusionadas con PEG DAPI, c. fusionadas con PEG anticuerpo para ATPasa. D.
fusionadas con PEG + NAC DAPI d. fusionadas con PEG +NAC anticuerpo para ATPasa, E.
tratadas con FUERZA DAPI, e. tratadas con FUERZA anticuerpo para CATEPSINA K. .F tratadas
con FUERZA+NAC DAPI f. tratadas con FUERZA +NAC anticuerpo para CATEPSINA K G.
tratadas con FUERZA DAPI, g. tratadas FUERZA anticuerpo para INTEGRINA B 3, H. tratadas
con FUERZA + NAC DAPI, h tratadas con FUERZA+NAC anticuerpo para INTEGRINA 8 3.
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6.1 Evaluacion de la expresion de la enzima
TRAP

Al evaluar la expresion de la enzima TRAP en las CMNSP, fusionadas con PEG,
sometidas a fuerzas, no fusionadas y tratadas con NAC a los 5 dias de
incubacion, en las laminas éseas, se identificaron grupos o masas de células con
patrones de forma irregulares (unos redondeados, otros amorfos (figura 5 Ay D).
Algunos grupos captaron mejor el color de la tincion que otros (variando entre
color café (figura 5 H) y color rojo ladrillo (figura 5 B y F), en contraste con el color
amarillo del hueso normal (figura 5 C). La distribucién de los grupos de células
sobre las laminas también fue muy variable, algunas laminas presentaron una
distribucién relativamente uniformemente en toda la lamina; en contraste otras

presentaron la mayor cantidad de agrupaciones justo en la periferia de la ldmina.

En las ldminas Oseas donde se cultivaron las células fusionadas con PEG,
tratadas con fuerza centrifuga o las no fusionadas ni sometidas a fuerza
centrifuga (control) se observaron mayor numero de grupos celulares, de mayor
tamafio e intensidad en la tincion, sugiriendo mayor numero de células TRAP
positivas (TRAP+) (Figuras 5, A, B, E, F, | y J). En contraste, en las laminas 6seas
donde los tres grupos descritos anteriormente fueron tratadas con NAC (Figuras
5, C, D, G, H, Ky L) presentaron muy pocos grupos TRAP+, pocos grupos
celulares grandes, y se encontré gran parte de la extensién de la lamina sin

células (Figuras 5 C y K).

Los grupos tratados con PEG, FUERZA y CONTROL presentaron un total de 568
grupos celulares contados en todas las laminas Oseas (192 sobre la lamina de
células fusionadas con PEG; 198 donde se aplicé fuerza centrifuga y 178 donde
no se fusiond, ni se aplicé fuerza) y en los mismos tres grupos, las laminas que

fueron tratadas con NAC, presentaron un total de 233 grupos TRAP+ (75, 91 y 52
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respectivamente, figura 6). En estas ultimas laminas se identificd que los grupos
celulares tendian a ser uniformes en la distribucion, es decir, se observaban
grupos pequefios y separados con el mismo patron en toda la lamina (figura 5 K).
Las no tratadas con NAC presentaron grupos grandes y de fuerte tincion TRAP+y
las células se observaban en toda la lamina e incluso dos laminas presentaron
una tincion uniforme que daba la apariencia de ser una sola agrupacion celular
(Figura5 By F).

Figura 5. Laminas Oseas representativas de células con tincion TRAP positivas, luego
de 5 dias de cultivo, microscopio de luz (Vanguard®), 40X, A, B fusionadas con PEG, y
C, D fusionadas con PEG+NAC, E, F tratadas con fuerza centrifuga, G,H fuerza
centrifuga + NAC, |, J no fusionadas no tratadas con fuerza (control) y K, L no
fusionadas no tratadas con fuerza (control)+ NAC.
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Figura 6. Namero de agrupaciones celulares TRAP positivos, luego de 5 dias de cultivo
sobre ldminas 6seas. Las laminas fueron observadas y contadas en un microscopio
(Vanguard®), 40X. Células fusionadas con PEG, fusionadas con PEG+NAC, tratadas con
fuerza centrifuga, fuerza centrifuga + NAC, no fusionadas no tratadas con fuerza (control)
y no fusionadas no tratadas con fuerza (control) + NAC.
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6.2 Evaluacion de la actividad resortiva

Para observar las zonas de resorcion sobre las laminas 6seas, las células fueron
retiradas como fue descrito en materiales y métodos, y las lagunas de resorcion

se observaron mediante contraste con la tincion azul de Coomassie.

Se observaron formas muy variadas al microscopio de luz (10 y 20 X, Vanguard®)
con formas irregulares. Algunas presentaban patrones redondeados que
asemejan la forma de las células (Figura 7 A y E flecha roja). Algunas laminas

captaron mejor el color (figura 7B, 7 | y J) y otras poco (figura G y H).
Para clasificar las lagunas de resorcion se dividieron en 4 grupos:

Grandes y profundas (figura 7 A flecha azul)
Grandes y superficiales (figura 7 B flecha verde)

Pequefias y profundas (figura 7 A flecha roja)

w0 NP

Pequefas y superficiales (figura 7 E flechas rojas)

Las laminas de hueso del grupo celular fusionado con PEG (Figura 7 A y B,
Anexo 2 Figuras 23 A, By C), presentaron las imagenes con lagunas de resorcion
mas definida, de mayor tamafio y profundidad. En general todas las superficies de
las ldminas con células fusionadas con PEG presentaron lagunas de resorcion.
Las laminas de hueso tratadas con fuerza centrifuga, presentaron grandes
cantidades de lagunas de resorcion pero muy pequefias y superficiales, algunas
estaban cercanas entre si, dando una apariencia de racimo (figura 7, flecha roja).
Los grupos tratados con fuerza mas NAC, no presentaron lagunas de resorcion,

en toda su extensién (Figura 7 H).
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Figura 7. Microfotografias representativas de lagunas de resorcion tincion Coomasie, a los 5 dias
de cultivo. Observadas a microscopio de luz (Vanguard®) objetivo de 10x, fotografias con cdmara
Panasonic® DMC-FHS. A, B fusionadas con PEG, y C, D fusionadas con PEG+NAC, E, F
tratadas con FUERZA, G,H tratadass con FUERZA+NAC, |, J no fusionadas, no tratadas con
fuerza (CONTROL) y K, L no fusionadas, no tratadas con fuerza (CONTROL)+NAC.
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Figura 8. Numero de lagunas de resorcion contadas en microfotografias obtenidas con
camara Panasonic® DMC-FHS de laminas 6seas con tincion Coomasie, a los 5 dias de
cultivo (objetivo 10X, Vanguard®). Fusionadas con PEG, fusionadas con PEG+NAC
tratadas con FUERZA, tratadas con FUERZA+NAC, no fusionadas, no tratadas con
fuerza (CONTROL) no fusionadas, no tratadas con fuerza (CONTROL)+NAC. GP:
grandes y profundas. GS: grandes y superficiales. PP:pequefias y profundas PS:

pequefias y superficiales

Al evaluar la tincién para resorcion, se evidencio mayor numero de lagunas de
resorcion grandes y profundas en el grupo celular fusionado con PEG: 50,
pequefias y profundas 68 y pequefias y superficiales 124; el grupo de PEG+NAC
presento algunas lagunas grandes y profundas: 4 y un poco mas de grandes y
superficiales: 10, pero casi una cuarta parte menos de lagunas profundas y
superficiales: 56 al compararlo con el grupo PEG sin NACC; El grupo de fuerza
centrifuga presento el mayor niumero de lagunas pequefias y superficiales: 250 y
solo se identificd un una laguna grande y profunda, aunque presento 25 grandes
y superficiales, en fuerte contraste el grupo tratado con fuerza centrifuga mas
NAC, solo presento lagunas pequefas y superficiales: 37, El grupo sin PEG y sin
Fuerza (control) presentd principalmente lagunas pequefas y superficiales: 59 y
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pocas lagunas grandes: 7; en este mismo grupo tratadas con NAC, se

encontraron mas lagunas pero todas pequefias y superficiales: 66.

Se encontré mayor numero de lagunas en general en los grupos fusionados con
PEG vy tratados con fuerza que en en el grupo control (sin PEG, sin fuerza), y

menor aun para los mismos grupos pero tratados con NAC.
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7 Discusion

El objetivo de este estudio era evaluar la actividad resortiva de células
mononucleares de sangre periférica (CMNSP) fusionados con PEG o sometidas a
fuerza centrifuga, luego de tratarlas con un ajente antioxidante, NAC. Como

control se utilizaron células no fusionadas y no fusionadas y tratadas con NAC.

Los resultados obtenidos en relacion a los marcadores caracteristicos de células
con actividad de osteoclasto (actividad TRAP y resorcidén 6sea) fueron similares a
lo descrito por Murillo (4), Manrique (44) y Castillo (45). Igualmente, los resultados
relacionados a la aplicacion de fuerzas centrifugas a células sembradas sobre
laminas 6seas son similares a los obtenidos por Pasos (5). Todos los anteriores
investigadores realizaron su trabajo en células diferentes a las células empleadas
en este trabajo. Igualmente, todos realizaron su trabajo en el laboratorio de
biologia celular de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional, donde se
realizd este trabajo. Lo nuevo del presente trabajo radica en aplicar la fuerza
tensil (fuerza centrifuga) a células mononucleares de sangre periférica y
encontrar que el tratamiento con un agente antioxidante como NAC disminuye los
efectos relacionados con la actividad resortiva cuando se aplica a las células

fusionadas con PEG o sometidas a fuerza centrifuga.

La NAC es un derivado N-Acetil del aminoacido L-cisteina, que actda como
mucolitico, secretolitico y fluidificante de las secreciones. Es de venta libre y
utilizada desde recién nacidos hasta en ancianos. Los antioxidantes como N-
acetilcisteina (NAC) se han utilizado como herramientas para investigar el papel
de especies radicales de oxigeno, ROS (‘reactive oxygen species”), en
numerosos procesos bioldgicos y patolégicos. NAC inhibe la activacion de c-Jun,
p38 MAP quinasa, la proteina-1 sensible a actividades redox y al factor de
transcripcion nuclear kappa B (NFkB) que regulan la expresion de numerosos
genes. NAC modifica directamente la actividad de varias proteinas por su

actividad reductora. NAC tiene valor terapéutico para la reduccion de la disfuncion
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endotelial, inflamacion, fibrosis, invasion, la erosion del cartilago, la

desintoxicacion del farmaco acetaminofén y prolongacion de trasplantes.

Se ha reportado que durante la actividad del osteoclasto o de células similares a
osteoclastos, se aumentan las ROS. Esto se logré demostrar en cultivos celulares
de sangre periférica en presencia del factor RANKL. Se encontré que al
aumentarse la actividad de NFkB, por accibn de RANKL sobre RANK, se
aumenta la actividad de la enzima NOX (NADPH oxidase) y SOD (superoxido
dismutasa), proteinas que conducen a la formacién ROS. Cuando se aplica al
cultivo celular NAC se inhibe la respuesta de las células al RANKL, incluyendo la
produccion de ROS, inhibe la diferenciacion de osteoclastos o disminuye su
funcién resortiva. Aunque en este trabajo no se midio la expresion de ROS, un
trabajo paralelo que se desarrolla en el mismo laboratorio, utilizando una linea
celular tumoral, U937, encontr6 aumento de ROS luego de la fusion celular o de
la aplicacion de fuerza tensil al cultivo. Al aplicar NAC se redujo la expresion de
ROS e igualmente se redujo la actividad resortiva. Esto nos permite confirmar que
también tendria la misma actividad sobre osteoclastos in vivo, como ya fue

reportado en otros estudios sobre ratones (74) (50).

La presencia de células con marcadores positivos en el grupo control se puede
justificar con el hecho que todas las células mononucleares de sangre periférica
posterior a su adquisicion pasaron a un cultivo con estimulacion mitogénica con
FHA, la cual fue reportado por Boyum desde 1968 que puede ser también una
inductora de osteoclastogenesis a partir de linfocitos T, actuando a través del
RANKL, (47) (71), adicionalmente, otros mecanismos para la estimulacion de
diferenciacion y actividad de los osteoclastos diferente al realizado por el RANKL,
fue propuesto por Rifas donde se evidencia la produccion de SOFAT (Secreted
osteoclastogenic factor of activate T Cell), la cual fue evaluada sobre monocitos

de raton de la linea RAW 264.7 y demostraron que al ser estimulados con
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SOFAT expresan marcadores osteoclastogénicos como integrina av33, captesina
K y anillos de actina aun cuando dichas células se estimulan simultaneamente
con OPG, demostrando que esta citoquina estimula la formacion de células
similares a osteoclastos y no estd mediada por RANK (27).

Las lagunas de resorcién del grupo tratado con fuerza, fueron muy numerosas
pero muy pequefas y superficiales, lo que sugiere que las células asi estuviesen
juntas y presentaran patrones de resorcion en forma de racimo, no estaban
fusionadas o se fusionaron pocas, este mismo hallazgo estuvo presente los

resultados Pazos (5).

Lo encontrado en este estudio se podria considerar un piloto para futuras
investigaciones, y considerar posibles aplicaciones clinicas, para utilizar en
pacientes en la fase de retencién postortodontica, evitar o controlar resorcion
radicular, realizar anclaje o en otras alteraciones que involucren metabolismo
0seo como procesos infecciosos/inflamatorios entre ellos la periodontitis. NAC no
presenta los efectos adversos de otros medicamentos que se han propuesto o
estudiado con objetivos similares, entre ellos los bifosfonatos, que pueden
presentan osteonecrosis y particularmente en mandibula. La acciéon de NAC es
temporal (vida media de 6 horas) y no presenta una accion tan larga como los
bifosfonatos, dado que una vez fijados a la hidroxiapatita en hueso pueden
permanecer y recircular hasta por 10 afios (75) (76). El uso de ranelato de
estroncio presenta efectos similares a los encontrados en los bifosfonatos sin
tanta permanencia, pero este medicamento ha sido reevaluado por su gran riesgo

cardiovascular reportado desde 2013 y prohibido en algunos paises (77) (78).

La actividad y expresion de marcadores de un cultivo celular obedecera al
estimulo que se realiza sobre estas y del sustrato en el cual se cultiva, los

resultados de este estudio en donde se parte de células mononucleares de
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sangre periférica, sometidas a los procedimientos descritos, para finalmente
obtener células con actividad osteoclastica, refuerzan el concepto de plasticidad
celular, y que una célula pude cumplir funciones diferentes dependiendo del
estimulo que reciba y del medio en que se encuentre, como ya fue presentado
por autores como Lensch y colaboradores en 2012 y Leda en 2013 de una forma

mas general (13) (15).
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8 Conclusion

Fusionar células con PEG, o aplicar fuerza centrifuga a células no fusionadas,
inducen marcadores caracteristicos de células osteoclasticas y actividad
resortiva, probablemente relacionado con un aumento de ROS, dado que al

aplicar NAC los marcadores y la actividad resortiva disminuyen.
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9. Recomendaciones

En futuras investigaciones in vitro con células derivadas de sangre periférica,

realizar valoracion de ROS y su relacion con mecanismo de accion de la NAC.

Para tener una mejor valoracion al microscopio se recomienda ser muy exigente
en la preparacion de las laminas de hueso, ya que a menor volumen y mas
planas, eran mas facil de enfocar el objetivo en el microscopio y por ello de las
gue mejores registros se podian obtener.

Realizar toda la fase experimental descrita en este estudio con otras poblaciones
celulares, como puede ser fibroblastos o células madre de ligamento periodontal,
encia marginal y pulpa dental, estos resultados sumados a los ya evaluados en
esta tesis y en anteriores, puede dar el soporte para iniciar una fase experimental

in vivo y aplicacién clinica en pacientes.

Se podria utilizar microscopia electronica de barrido para observar las lagunas de
resorcioén, con la posibilidad de realizar medidas y valorar con mayor precision
cantidad y actividad de las células osteoclastoides sobre las laminas de hueso,

también se podria realizar una comparacion de varios tiempos de cultivo.
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Anexo 1

Consentimiento informado

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION
VOLUNTARIA DE MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

Titulo del proyecto: Evaluacién de la actividad resortiva de CMNSP
fusionadas con polietilenglicol (PEG), tratadas con fuerza centrifugay con N
acetilcisteina (NAC)

Director del proyecto: Carlos Arturo Guerrero F. MD. MSc. PhD.
Estudiante: Juan Sebastian Bedoya Truijillo.

Organizacion: Grupo de Investigacion: metabolismo 6seo del laboratorio de
biologia molecular y celular de medicina.

Teléfono de contacto: 3165000 Ext: 15052-15053

e-mail de contacto: caguerrerof@unal.edu.co

jsbedoyat@unal.edu.co

INVITACION

El grupo de metabolismo 0seo del laboratorio de Biologia molecular y celular de la
facultad de medicina de la Universidad Nacional de Colombia, lo invita a que

contribuya con donacién de una muestra de sangre de 20 ml a este estudio.
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INFORMACION

El laboratorio de biologia molecular de la facultad de medicina tiene evidencia que
un medicamento que normalmente se usa como mucolitico o para eliminar flemas
(n-acetilcisteina 0 NAC) actuan sobre células que eliminan hueso (osteoclastos),
la NAC inhibe la actividad resortiva (perdida de hueso) de un grupo celular
conocido como: linea tumoral de monocitos U937 (linea de células del laboratorio
de biologia molecular de la facultad de Medicina de la Universidad Nacional),
fusionados con PEG (polietilenglicol-medicamento) o sometidos a fuerza
centrifuga. Sin embargo, es necesario determinar si esto mismo sucede con
células mononucleares de sangre periférica (CMNSP) (células que hacen parte
del sistema inmune o de defensa, son células normales no tumorales que circulan
regularmente por el cuerpo). Si los resultados son similares a lo hallado en
células U937 apoyaria el uso de NAC en condiciones en que se desee inhibir la
resorcibn 6sea en odontologia, como: retencion en ortodoncia, control de
patologias Oseas, enfermedad periodontal entre otros. La NAC se puede
consumir sin restriccion por ser un producto de venta libre y sin dafios colaterales;
podria utilizarse en enjuague bucal o administracion sistémica (ingerirlo), para
controlar la actividad resortiva por parte de osteoclastos. Igualmente permitiria
proponer o investigar otros agentes con funcién similar o mayor potencia para
disminuir la actividad resortiva. De ser aplicable los resultados contribuirian
significativamente al desarrollo del area asi como al entendimiento de la biologia

molecular de los procedimientos clinicos que realizamos.
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PROPOSITO

Para desarrollar el proyecto que pretende evaluar la actividad resortiva de células
mononucleares de sangre periférica (CMNSP) (células que se encuentran en las
muestras de sangre sobre la degradaciébn del hueso) fusionados con
polietilenglicol (PEG-medicamento) o tratadas con fuerza centrifuga y tratadas
con N-acetilcisteina (NAC) (medicamento usado como mucolitico para controla la
tos, de venta libre y sin riesgos o eventos adversos por su consumo) se necesita
la colaboracion de algunas personas, dado que cada siembra de células se
realiza con una nueva muestra de sangre, la evaluacion in vitro debe ser repetible
y se deben confirmar los resultados hallados en todas, deberan realizarse varias
siembras entre 2 y 5 por lo que les proponemos su participacion, con el fin de
contribuir a las investigaciones de interés terapéutico en resorcion 6sea,

inicialmente en relacion a odontologia.

Es adicionalmente muy importante que tenga en cuenta que esta toma de
muestra de sangre NO REPRESENTA PELIGRO ALGUNO para usted, ni ahora
ni a futuro. La muestra sera manipulada bajo la normatividad ética enunciada en

la resolucion 008430 capitulos IV de 1993 expedida por el Ministerio de Salud.

SU PAPEL DENTRO DEL PROYECTO

Siendo voluntario para donar una muestra de sangre, usted estara de acuerdo
con lo siguiente:

Usted permitird que la muestra de sangre sea usada exclusivamente dentro del
proyecto mencionado para investigar el uso de la NAC en la inhibicion de la
resorcién ésea por células monucleares de sangre periférica obtenidas en esta

muestra.
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LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED

Su participacion en este estudio NO lo beneficiard a usted directamente. Sin
embargo, uno de los propositos de este proyecto es contribuir al conocimiento en
el area de las ciencias médicas-odontoldgicas basicas en Colombia y publicar los
resultados para asi impulsar a otros grupos a trabajar en las mismas areas de
investigacion, con resultados que mejoraran a futuro la calidad de vida de las
personas que lo necesiten. Es un beneficio para usted contribuir, aumento del
conocimiento en esta area, lo cual podria ayudar al tratamiento de usted o de

futuras generaciones con trastornos en el metabolismo 6seo.

ALTERNATIVAS DE PARTICIPACION

Tiene usted la LIBERTAD DE NO ACEPTAR esta invitacion.

SEGURIDAD

NO hay riesgos fisicos como donante a este proyecto de investigacion. Por favor

tenga en cuenta que la participacion y los resultados que se obtengan en este

estudio NO modificaran y NO realizaran ninguna intervencion sobre usted.

REEMBOLSOS A USTED

NO se le pagara en ningun medio a usted por la donacién realizada. La donacién
es totalmente VOLUNTARIA y ALTRUISTA.
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GASTOS

Usted NO tendra que cubrir ningln costo de coleccion, procesamiento o analisis

de la muestra.

CONFIDENCIALIDAD

Su identidad NO serd revelada en ninguna forma como resultado de su

participacion en el proyecto. Se conservara la confidencialidad del donante.

PREGUNTAS O DUDAS

Si tiene preguntas o alguna duda sobre esta solicitud o sobre el proyecto en
general, por favor remitalas al LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y
CELULAR DE MEDICINA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA al Dr. Carlos Arturo Guerrero
Fonseca, Médico MSc. PhD. director del proyecto o al Dr. Juan Sebastian Bedoya
Trujillo residente de Ortodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional de Colombia. Teléfono de contacto 3165000 Ext: 15052-15053.

SU FIRMA ABAJO INDICA QUE USTED HA LEIDO Y ENTENDIDO EL
CONSENTIMIENTO INFORMADO, QUE HA TENIDO LA OPORTUNIDAD DE
HACER PREGUNTAS Y QUE ESTAS HAN SIDO CONTESTADAS DE FORMA
SATISFACTORIA, QUE SE LE HA DADO LA INFORMACION MAS PRECISA
QUE HA SIDO POSIBLE Y QUE ESTA DE ACUERDO EN PARTICIPAR COMO
DONANTE VOLUNTARIO DE UNA MUESTRA DE SANGRE PARA EL
PROYECTO DE INVESTIGACION MENCIONADO.
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APROBACION DE DONACION VOLUNTARIA

Declaro que:

1. Entiendo que la donacién de sangre periférica para este estudio es libre y
voluntaria.

2. Entiendo que el procedimiento para la donacion de una muestra de 20 ml de
sangre NO implicara un riesgo adicional a mi salud o representado.

3. Entiendo que la muestra de sangre periférica serd usada con fines
investigativos

4. Entiendo que mi participacion y los resultados que se obtengan en este estudio
no representan modificacion, ni necesidad de intervencion alguna.

5. Entiendo que mi informacion serd manejada de manera confidencial y que sera
protegida mi identidad.

6. Entiendo que NO recibiré ningun estimulo econémico por esta donacion.

7. He leido y comprendido toda la informacion entregada, he tenido la oportunidad

de formular preguntas y se me han resuelto mis inquietudes.
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En consecuencia he decidido libremente realizar la donaciéon de una

muestra de sangre periférica.

FECHA: Dia: Mes: ARo:

e Nombre del donante voluntario:

e CC donante voluntario:
e Teléfono de contacto:

e Firma:

e Nombre de testigo:

e Cc testigo:
e Teléfono de contacto del testigo:

e Firma:

e Nombre de quien suministro la informacion:
e CC:
e Papel dentro del Proyecto:

e Firma:
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Microfotografias de la expresion de la enzima TRAP en CMNSP
fusionadas con PEG, tratadas con fuerza y no fusionadas no tratadas
con fuerza (CONTROL), y los mismos tratadas con NAC a los 5 dias
de cultivo sobre las laminas de hueso.

Figura 1. Microfotografias representativas de laminas Oseas de células con tincion TRAP
positivas, luego de 5 dias de cultivo, observadas microscopio de luz (Vanguard®), 40X. A, By C
fusionadas con PEG, y D, E y F fusionadas con PEG y tratadas con NAC.
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, A, B fusionadas con PEG, y C, D fusionadas con PEG+NAC, E, F tratadas con fuerza centrifuga,
G,H fuerza centrifuga + NAC, I, J no fusionadas no tratadas con fuerza (control) y K, L no
fusionadas no tratadas con fuerza (control)+ NAC

Figura 2. Microfotografias representativas de laminas 6seas de células con tincion TRAP
positivas, luego de 5 dias de cultivo, observadas microscopio de luz (Vanguard®) 40X. A, By C

tratadas con fuerza centrifuga, y D, E y F fuerza centrifuga tratadas con NAC.
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Figura 3. Microfotografias representativas de laminas éseas de células con tincibn TRAP
positivas, luego de 5 dias de cultivo, observadas microscopio de luz (Vanguard®) 40x. A, By C
células no fusionadas, no tratadas con fuerza (control), y D, E y F células no fusionadas, no

tratadas con fuerza (control), tratadas con NAC.
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1 2 3 4 5 6
PEG | PEG CONTROL | CONTROL | FUERZA | FUERZA
+NAC +NAC +NAC

1| 30 10 18 12 15 0
2 28 12 24 11 46 11
3| 24 10 22 15 15 9
4| 49 15 35 10 48 15
5| 26 11 41 20 22 12
6 35 17 38 23 52 5
192 75 178 91 198 52

Figura 4. Tabla 1. Niumero de grupos celulares TRAP positivos, luego de 5 dias de cultivo
contados en observacion de laminas oseas al microscopio de luz (Vanguard®) 40x con CMNSP:
fusionadas con PEG, fusionadas con PEG+NAC, tratadas con fuerza centrifuga, fuerza centrifuga
+ NAC, células no fusionadas, no tratadas con fuerza (control), y D, E y F células no fusionadas,

no tratadas con fuerza (control), tratadas con NAC.
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Microfotografias de inmunofluorescencia de la expresiéon de

marcadores osteoclasticos:

ADAM-12

Figura 5. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
ADAM12, 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 pg/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. PEG evaluando DAPI, B. PEG con fluorescencia para evidenciar positivo el
marcador ADAM12. C. PEG tratado con NAC, DAPI, y D. PEG tratado con NAC con fluorescencia
para evidenciar el marcador ADAM12, en este caso practicamente negativo.
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Figura 6. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
ADAM12, 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 pg/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. células tratadas con fuerza con DAPI, B. células tratadas con fuerza con
fluorescencia para evidenciar positivo el marcador ADAM12. C. células tratadas con fuerza y con
NAC, DAPI, y D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el
marcador ADAM12, en este caso practicamente negativo.
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Figura 7. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
ADAM12, 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 pg/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con DAPI, B. células
no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con fluorescencia para evidenciar positivo el
marcador ADAM12. C. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con NAC, DAPI, y D.
células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador ADAM12,
positivo pero evidentemente de menor tamario.
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ATPasa

Figura 8. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
ATPasa, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 pg/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia (Vanguard®)
100x. A. PEG evaluando DAPI, B. PEG con fluorescencia para evidenciar positivo el marcador
ATPasa. C. PEG tratado con NAC, DAPI, y D. PEG tratado con NAC con fluorescencia para
evidenciar el marcador ATPasa, obsérvese el contraste con imagen C, mostrando solo un grupo
lineal positivo, en comparacion a la gran cantidad de células presentes.
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Figura 9. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
ATPasa, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia (Vanguard®)
100x. A. células tratadas con fuerza con DAPI, B. células tratadas con fuerza con fluorescencia
para evidenciar positivo el marcador ATPasa. C. células tratadas con fuerza y con NAC, DAPI, y
D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador ATPasa.
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Figura 10. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
ATPasa, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia (Vanguard®)
100x. A. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con DAPI, B. células no fusionadas
no tratadas con fuerza (control) con fluorescencia para evidenciar positivo el marcador ATPasa.
C. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con NAC, DAPI, y D. células tratadas con
fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador ATPasa.



90 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD RESORTIVA DE CMNSP

CATEPSINA K

Figura 11. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
CATEPSINA K, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. PEG evaluando DAPI, B. PEG con fluorescencia para evidenciar positivo el
marcador CATEPSINA K. C. PEG tratado con NAC, DAPI, y D. PEG tratado con NAC con
fluorescencia para evidenciar el marcador CATEPSINA K, obsérvese el contraste con imagen C,
mostrando solo un grupo lineal positivo, obsérvese el contraste con imagen C.



91

Figura 12 Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
CATEPSINA K, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. células tratadas con fuerza con DAPI, B. células tratadas con fuerza con
fluorescencia para evidenciar positivo el marcador CATEPSINA K. C. células tratadas con fuerza
y con NAC, DAPI, y D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el
marcador CATEPSINA K. obsérvese el contraste con imagen C, mostrando practicamente
negativo el marcador.
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Figura 13. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
CATEPSINA K, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con DAPI, B. células
no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con fluorescencia para evidenciar positivo el
marcador CATEPSINA K. C. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con NAC,
DAPI, y D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador
CATEPSINA K.
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DC STAMP

Figura 14. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal DC
STAMP, 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia (Vanguard®)
100x. A. PEG evaluando DAPI, B. PEG con fluorescencia para evidenciar positivo el marcador DC
STAMP. C. PEG tratado con NAC, DAPI, y D. PEG tratado con NAC con fluorescencia para
evidenciar el marcador DC STAMP.
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Figura 15. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal DC
STAMP, 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 pg/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia (Vanguard®)
100x. A. células tratadas con fuerza con DAPI, B. células tratadas con fuerza con fluorescencia
para evidenciar positivo el marcador DC STAMP. C. células tratadas con fuerza y con NAC, DAPI,
y D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador DC
STAMP. obsérvese el contraste con imagen C, mostrando practicamente negativo el marcador.
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Figura 16. Figura 13. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo
policlonal DC STAMP, 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con DAPI, B. células
no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con fluorescencia para evidenciar positivo el
marcador DC STAMP. C. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con NAC, DAPI, y
D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador DC
STAMP.
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INTEGRINA B 3

Figura 17. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
INTEGRINA B 3, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. PEG evaluando DAPI, B. PEG con fluorescencia para evidenciar positivo el
marcador INTEGRINA B8 3. C. PEG tratado con NAC, DAPI, y D. PEG tratado con NAC con
fluorescencia para evidenciar el marcador INTEGRINA B 3, obsérvese el contraste con imagen C,
mostrando solo 2 grupos positivos para el marcador.
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Figura 18. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
INTEGRINA B 3, 5 dias de cultivo. Tincion con 0.1 ug/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. células tratadas con fuerza con DAPI, B. células tratadas con fuerza con
fluorescencia para evidenciar positivo el marcador INTEGRINA B 3. C. células tratadas con
fuerza y con NAC, DAPI, y D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para
evidenciar el marcador INTEGRINA B 3. Obsérvese el contraste con imagen C, mostrando
practicamente negativo el marcador.
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Figura 19. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
INTEGRINA B 3, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 pg/ml DAPI. Microscopio de fluorescencia
(Vanguard®) 100x. A. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con DAPI, B. células
no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con fluorescencia para evidenciar positivo el
marcador INTEGRINA B 3. C. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con NAC,
DAPI, y D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador
INTEGRINA B 3.
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RECEPTOR DE CALCITONINA

Figura 20. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
receptor de calcitonina, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 yg/ml DAPI. Microscopio de
fluorescencia (Vanguard®) 100x. A. PEG evaluando DAPI, B. PEG con fluorescencia para
evidenciar positivo el marcador receptor de calcitonina. C. PEG tratado con NAC, DAPI, y D.
PEG tratado con NAC con fluorescencia para evidenciar el marcador receptor de calcitonina,
obsérvese el contraste con imagen C, mostrando practicamente negativo el marcador.
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Figura 21. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
receptor de calcitonina, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 pg/ml DAPI. Microscopio de
fluorescencia (Vanguard®) 100x. A. células tratadas con fuerza con DAPI, B. células tratadas con
fuerza con fluorescencia para evidenciar positivo el marcador receptor de calcitonina. C. células
tratadas con fuerza y con NAC, DAPI, y D. células tratadas con fuerza y con NAC con
fluorescencia para evidenciar el marcador receptor de calcitonina. Obsérvese el contraste con
imagen C, mostrando practicamente negativo el marcador.
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Figura 22. Microfotografias representativas de inmunofluorescencia del anticuerpo policlonal
receptor de calcitonina, 5 dias de cultivo. Tincién con 0.1 yg/ml DAPI. Microscopio de
fluorescencia (Vanguard®) 100x. A. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con
DAPI, B. células no fusionadas no tratadas con fuerza (control) con fluorescencia para evidenciar
positivo el marcador receptor de calcitonina. C. células no fusionadas no tratadas con fuerza
(control) con NAC, DAPI, y D. células tratadas con fuerza y con NAC con fluorescencia para
evidenciar el marcador receptor de calcitonina.
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Microfotografias de la valoracion de actividad resortiva en CMNSP
fusionadas con PEG, sometidas a fuerza centrifuga y no fusionadas
no sometidas a fuerza (control) y los mismos grupos tratados con
NAC a los 5 dias de cultivo sobre las ldminas de hueso.

Figura 23. Microfotografias representativas de lagunas de resorcién tincion Coomasie, a los 5
dias de cultivo. Observadas a microscopio de luz (Vanguard®) objetivo de 10x, fotografias con
camara Panasonic® DMC-FHS, A, B y C fusionadas con PEG, y D, E y F fusionadas con PEG y
tratadas con NAC.
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Figura 24. Microfotografias representativas de lagunas de resorcion tincion Coomasie, a los 5
dias de cultivo. Observadas a microscopio de luz (Vanguard®) objetivo de 10x, fotografias con
camara Panasonic® DMC-FHS, A, B y C tratadas con FUERZA, y D, E y F tratadas con FUERZA
y NAC.
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Figura 25. Microfotografias representativas de lagunas de resorcion tincion Coomasie, a los 5
dias de cultivo. Observadas a microscopio de luz (Vanguard®) objetivo de 10x, fotografias con
camara Panasonic® DMC-FHS, A, B y C no fusionadas no tratadas con fuerza (CONTROL), y D,

E y F no fusionadas no tratadas con fuerza (CONTROL) tratadas con NAC.
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