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Resumen y Abstract  IX 

 

Resumen 

Los procesos de modelado y remodelado óseo están controlados por la actividad relativa 

de osteoblastos y osteoclastos; e influenciados por estímulos mecánicos, que inducen en 

el hueso la trasformación de fuerzas físicas en señales bioquímicas que se transmiten 

entre las células que lo conforman. Adicionalmente, la actividad resortiva es llevada a cabo 

por los osteoclastos que durante el proceso de diferenciación requieren una actividad 

bioquímica oxidativa y la represión de proteínas y genes implicados en la actividad 

reductora. Trabajos previos en el laboratorio de Biología Molecular de Virus de la 

Universidad Nacional, han observado que al someter las células a fuerzas centrifugas se 

observa actividad osteoclástica. Sin embargo, no se ha determinado si el estrés celular, 

por la fuerza centrífuga, origina una actividad oxidativa celular que induce a la actividad 

osteoclastogénica o si se induce actividad osteoclastogénica independiente del estrés 

oxidativo. Debido a ello, el objetivo de este estudio nos permite analizar los cambios 

característicos de  actividad osteoclástica de células U937 sometidas a fuerza centrífuga 

y tratadas con agentes oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPARγ.  
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Abstract 

The processes of modeling and bone remodeling are controlled by the relative activity of 

osteoblasts and osteoclasts; and influenced by mechanical stimuli, which induce in the 

bone the transformation of physical forces into biochemical signals that are transmitted 

between the cells that comprise it. Additionally, the resorptive activity is carried out by the 

osteoclasts that during the differentiation process require an oxidative biochemical activity 

and the repression of proteins and genes involved in the reducing activity. Previous work 

in the Laboratory of Molecular Biology of Viruses of the National University, has observed 

that when the cells are subjected to centrifugal forces, osteoclastic activity is observed. 

However, it has not been determined whether cellular stress, due to centrifugal force, 

causes cellular oxidative activity that induces osteoclastogenic activity or induces 

osteoclastogenic activity independent of oxidative stress. Due to this, the objective of this 

study allows us to analyze the characteristic changes of osteoclastic activity of U937 cells 

subjected to centrifugal force and treated with oxidizing agents, antioxidants and PPARγ 

agonists. 
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INTRODUCCIÓN 
 

El hueso es un tejido complejo en el que la resorción y la formación continúan 

durante toda la vida por medio de un proceso llamado remodelación ósea. El tejido 

óseo contiene 2 tipos de células, de las cuales los osteoblastos formadores de 

hueso y los osteoclastos que resorben los huesos son los principales responsables 

de la homeostasis ósea 1,2,3.  

 

El osteoclasto, la célula encargada del proceso de resorción, es grande 

multinucleado y presenta diferentes características como la expresión de 

marcadores propios, como TRAP, CTSK, entre otros. Su origen no se ha 

descubierto plenamente, sin embargo, hay evidencias que sugieren que los 

osteoclastos provienen de la fusión de precursores mononucleares pertenecientes 

al linaje monocito-macrófago3-4.  

 

El estudio y cultivo de los osteoclastos in vitro ha sido clave para que los científicos 

puedan investigar el metabolismo óseo y los mecanismos implicados en las 

enfermedades óseas, lo que permite encontrar un camino que admita desarrollar 

terapias que ayuden en el tratamiento de las mismas.  

 

Los procesos de modelado y remodelado óseo están controlados por la actividad 

relativa de osteoblastos y osteoclastos; e influenciados por estímulos mecánicos, 

que inducen en el hueso la trasformación de fuerzas físicas en señales bioquímicas 

que se transmiten entre las células que lo conforman5. Sin embargo, el 

conocimiento del efecto de la estimulación mecánica sobre las células óseas sigue 

siendo limitado.  
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Para investigar la influencia de los estímulos mecánicos en las células derivadas 

del hueso, se han establecido varios modelos in vitro con diferentes métodos, entre 

los cuales encontramos: deformación del sustrato o de la matriz donde crecen las 

células [Kaspar et al., 2000b; Schmidt et al., 2002; Ignatius et al., 2005], la 

aplicación de flujo de fluido a las células [You et al., 2001], vibración, oscilación, 

tensión por medio del sistema flexcell, modelos de compresión y tensión en 3D, 

aplicación de fuerza centrífuga, entre otros6. A pesar de tener estos modelos para 

el estudio in vitro de la estimulación mecánica sobre las células óseas, se 

desconoce en gran parte de qué manera la fuerza desencadena una respuesta y 

que tipo de respuesta genera sobre el osteoclasto o la actividad resortiva. 

 

En el laboratorio de biología Molecular de virus de la Facultad de Medicina, bajo la 

dirección del profesor Carlos A Guerrero F, se ha estado estudiando el metabolismo 

óseo, utilizando un modelo que consiste en fusionar con polietilienglicol (PEG) 

células de la línea monocito/macrófago7, células polimorfonucleares de sangre 

periférica8, o células gingivales de cultivo primario9, observando que dichas células 

fusionadas adquieren características similares a osteoclastos, ya que expresan 

marcadores osteoclásticos como ATPasa vacuolar, anhidrasa carbónica, catepsina 

K, entre otros, además presentan actividad TRAP y resortiva ósea. Igualmente, 

trabajos previos en el mismo laboratorio han observado que al someter las células 

individuales fusionadas con PEG o no fusionadas, a fuerzas centrifugas, se observa 

actividad osteoclastica9-10. Este modelo ha sido importante para el estudio y 

generación de nuevas estrategias antiresortivas, ya que conocer los procesos de 

diferenciación de las células óseas se consideran un punto clave para tratar las 

patologías óseas. 

 

Por otro lado, se conoce que para la proliferación y diferenciación de las células 

precursoras osteoclásticas es importante que exista un ambiente oxidante, lo que 

indica que las especies reactivas de oxígeno (ROS), tienen un papel importante en 

los procesos osteoclastogénicos y en la actividad resortiva11,12,13. 
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Varios estudios in vitro han mostrado, que el aumento del estrés oxidativo induce 

la diferenciación osteoclástica; uno de ellos realizado por Hyeon y col, demostró en 

macrófagos derivados de médula ósea con el gen nulo para Nrf2, que al haber 

deficiencia de este factor de transcripción, responsable de regular la expresión de 

varias proteínas antioxidantes, hubo aumento de los niveles de ROS, lo que 

condujo a un aumento de la diferenciación de células osteoclásticas12. Por otro 

lado, se demostró que la producción de superóxido es importante para promover la 

eficiente diferenciación del osteoclasto por medio de la inducción de NFATc1, un 

mediador corriente abajo de la osteoclastogénesis vía RANKL/RANK, ruta que 

media los procesos de fusión y diferenciación del osteoclasto14. Lo anterior sugiere 

que la producción o el  aumento de ROS juega un papel importante en la inducción 

de la actividad resortiva o en el desarrollo de patologías que presentan pérdida 

ósea.   

    

El receptor activado por el proliferador de peroxisoma PPARg, un factor de 

transcripción que actúa como un diferenciador celular, puede ser activado por 

diferentes ácidos grasos, como el  ácido docosahexaenoico (DHA), entre otros, y 

se ha visto que existen varios reportes en donde este factor de transcripción, puede 

tener gran potencial antiresortivo15 o también puede inducir la resorción por medio 

de diferentes mecanismos16. 

Adicionalmente, se sabe que algunos reactivos como las tiazolidinedionas (TZDs), 

medicamentos usados para tratar la diabetes tipo 2, tienen un rol en la 

osteoclastogénesis intefiriendo con la vía NF-kB, actúan a través de la activación 

del receptor del proliferador de peroxisoma (PPARg), el cual se une al complejo 

p65 de NF-kB lo que imposibilita  su activación y posterior traslocación al núcleo17, 

paso importante para que se dé la osteoclastogénesis.   

 

A pesar de todo lo que se conoce acerca de los factores que influyen en la 

osteoclastogénesis, no hay evidencia de investigaciones, en donde se aplique 
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estímulos mecánicos, junto con la adición de agentes oxidantes, antioxidantes, y 

agonistas de PPARg como las tiazolidinedionas. Debido a esto el propósito de este 

proyecto, es proponer este modelo como una herramienta para el estudio 

bioquímico y molecular de la resorción ósea y poder explicar cómo estos factores 

actúan en conjunto sobre el osteoclasto y su actividad resortiva. 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

El hueso es un tejido especializado que tiene la habilidad de responder a estímulos 

mecánicos como la actividad física y el ejercicio. Este es capaz de reaccionar a las 

demandas mecánicas cambiantes, mediante la adaptación de su microestructura 

interna a través de las células encargadas de la formación y resorción ósea.  

La actividad resortiva es llevada a cabo por células diferenciadas denominadas 

osteoclastos que durante el proceso de diferenciación requieren una actividad 

bioquímica oxidativa y la represión de proteínas y genes implicados en la actividad 

reductora. Trabajos previos en el laboratorio de Biología Molecular de Virus de la 

Universidad Nacional, han observado que al someter las células a fuerzas 

centrifugas se observa actividad osteoclástica. Sin embargo, no se ha determinado 

si el estrés celular, por la fuerza centrífuga, origina una actividad oxidativa celular 

que induce a la actividad osteoclastogénica o si se induce actividad 

osteoclastogénica independiente del estrés oxidativo. Debido a ello, el objetivo de 

este estudio nos permite analizar los cambios característicos de  actividad 

osteoclástica de células U937 sometidas a fuerza centrífuga y tratadas con agentes 

oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPARγ.  Esto nos ayuda a comprender si 

la actividad osteoclastogénica está relacionada con eventos bioquímicos 

generados por el estrés de la fuerza centrífuga o dicho estrés induce en la célula 

un estado oxidativo. Es decir, si obligatoriamente la célula genera actividad 

oxidativa, independientemente de la causa, como requisito para la actividad 
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osteoclastogénica  y si dicha actividad se altera al tratar las células sometidas a la 

fuerza centrífuga, con agentes oxidantes, antioxidantes o agonistas de PPARγ. 

Con este trabajo exploramos la hipótesis de si la condición oxidativa o reductora de 

la célula altera la actividad osteoclástica. Puesto que no se utilizó hormonas 

relacionadas con la proliferación (M-CSF) o la diferenciación (RANKL) 

normalmente utilizadas para obtener osteoclastos, esto nos ayuda a saber si la 

función de RANKL durante la diferenciación es adecuar la maquinaria bioquímica 

para que la célula active vías pro-oxidantes y reducir las anti-oxidantes o 

reductoras, o si solamente es la de facilitar la fusión de membranas celulares y 

dicha fusión es la que desencadena los eventos bioquímicos pro-oxidantes. Todo 

esto nos ayuda a saber qué tan fuerte es el papel del estímulo mecánico en 

desencadenar los eventos bioquímicos implicados con la resorción a pesar que la 

célula se trate con agentes reductores u oxidantes.  

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinación de marcadores característicos de  actividad osteoclástica de células 

U937 sometidas a fuerzas centrífugas y tratadas con agentes oxidantes, 

antioxidantes y agonistas de PPARg. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Analizar actividad TRAP y resortiva en células sometidas a diferentes 

velocidades de fuerza centrífuga y tiempo de aplicación de la fuerza. 

2. Determinar marcadores de fusión y actividad (OC-STAM, DC-DTAMP, CD-

47, Sincitina-1, TRAP, CTSK, MMP9, V-ATPase, ADAM 12) de diferenciación 

(PPARg, NF-κB, NFATc1)  característicos de osteoclastos en células  U937 

sometidas a fuerza centrífuga.  
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3. Analizar la actividad TRAP y resortiva en células tratadas con agentes 

oxidantes (DMNQ y DL Homocisteina, Peróxido de hidrógeno), antioxidantes (NAC, 

ácido ascórbico, trolox y tempol) y agonistas de PPARg (Tiazolidionas, DHA,  

retinol), sometidas a fuerza centrífuga 
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MARCO TEÓRICO 
 

El hueso es un tejido dinámico1 y especializado que facilita el movimiento y resiste 

la gravedad2. Además, es un tejido activo que es mantenido por células óseas tales 

como osteoblastos que forman hueso y osteoclastos que lo resorven3. Por lo tanto, 

el equilibrio entre la formación ósea osteoblástica y la resorción ósea osteoclástica 

es importante para la homeostasis ósea normall-4.  

 

Homeóstasis ósea.  

 

El tejido óseo presenta adaptación continua durante la vida de los vertebrados 

preservando la estructura, talla y forma, para de esta manera regular la 

homeostasis mineral18,19,20. Los procesos que ayudan al desarrollo y mantenimiento 

del esqueleto son la remodelación y la modelación ósea20.  

 

El modelado óseo es el proceso que define el desarrollo y crecimiento esquelético, 

éste es responsable de la adaptación mecánica del hueso y requiere de la 

formación ósea y resorción de manera independiente20,21,22.  

 

Por otro lado, el remodelado óseo es responsable de la remoción y reparación del 

daño óseo, y tiene como objetivo mantener la integridad del esqueleto adulto; éste 

es un proceso donde los osteoclastos y los osteoblastos trabajan de manera 

secuencial en la misma unidad de remodelación ósea20,21,22.  

La actividad resortiva tarda aproximadamente 3 semanas y el proceso de formación 

de 3 a 4 meses. La remodelación consta de 5 etapas: activación, resorción, 

inversión, formación y terminación; y este proceso es mediado por las células 
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óseas: osteoblastos, osteoclastos y osteocitos (encargados de la mineralización del 

hueso)20.   

Los osteoblastos (Ob), son células derivadas de una célula madre mesenquimal, 

encargadas de la formación ósea, éstas se diferencian por medio de diversas vías 

de señalización, dentro de las cuales las más importantes son: la vía Wnt B-

catenina, BMPs, FGF y TGF beta 23,24,25,26; éstas vías conducen a la activación y 

translocación al núcleo de los factores de transcripción osteogénicos 

fundamentales , Osterix y Runx2, los cuales comienzan la transcripción de genes 

importantes para la proliferación, diferenciación y  maduración del osteoblasto29. 

El osteoclasto (Oc), es una célula que se diferencia a partir de una célula madre 

hematopoyética, proviene del linaje monocito/macrófago, son células 

multinucleadas que se originan a partir de un proceso de fusión, y son capaces de 

realizar la actividad resortiva del hueso. La vía de señalización más importante para 

la proliferación y supervivencia del OC es la del Factor estimulante de colonias de 

macrófagos (M-CSF), y la segunda más importante para el proceso de 

diferenciación y fusión,  es la del ligando del receptor activador del factor nuclear 

kappa B (RANKL) una citoquina liberada en su gran mayoría por el osteoblasto; la 

activación de esta vía de señalización da como resultado una serie señales 

intracelulares que conducen a la activación y translocación al núcleo de factores de 

transcripción osteoclastogénicos como TRAP, Catepsina K, MMP-9, DC-STAMP, 

entre otros27,28,29.    

Por otro lado hay otras células involucradas en estos procesos, entra las cuales 

encontramos las del sistema inmune, como las células T y B, que facilitan el 

reconocimiento y destrucción de patógenos, al igual que participan por medio de la 

liberación de citoquinas que a su vez tienen un papel en la diferenciación 

osteoclástica30,31,32. Una evidencia de esto es el estudio realizado por Li y 

colaboradores en el año 2007, en donde observaron que ratones que presentan 

carencia de linfocitos T y B dieron como resultado huesos osteoporóticos23. 
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Adicionalmente, observaron que las células B son responsables de la liberación de 

OPG (osteoprotegerina), un ligando que inhibe la vía de señalización RANKL-

RANK, vía osteoclastogénica, y que además las células T a través del ligando 

CD40L, actúan promoviendo la producción de OPG por las células B, uniéndose a 

su receptor CD40 en las mismas. Consecuentemente el Knockout (KO) de CD40 

realizado en ratones, arojó ratones con osteoporosis y disminución en la producción 

de OPG,   sugiriendo que éstas células participan en el mantenimiento de la 

homeóstasis ósea20-30. 

 

Diferenciación osteoclástica.  

 

Los osteoclastos son células multinucleadas formadas por fusión citoplásmica de 

sus precursores mononucleares; están en el linaje mieloide de células 

hematopoyéticas que también dan lugar a los macrófagos29-33-34. Se han reportado 

etapas de diferenciación osteoclástica, que son: diferenciación temprana, donde la 

célula madre hematopoyética prolifera, una etapa de diferenciación media, donde 

se expresan marcadores osteoclastogénicos como TRAP, entre otros, y la etapa 

final, en donde se realiza el proceso de fusión. En la literatura se ha reportado que 

el cambio a la diferenciación de osteoclastos requiere de la  expresión en los 

precursores osteoclasticos (Pre-OCs) de c-Fos, NFATc1 y AP.1, factores de 

transcripción activados por la vía de RANKL33-34.    

Vía de señalización RANKL-RANK. 

 

RANKL es identificado como un miembro de la familia del factor de necrosis 

tumoral, se ha visto que influencia varios procesos biológicos como la homeostasis, 

funciones del sistema inmune, entre otros33,34.   

La expresión de RANKL se produce en las células osteoblásticas y se sabe que 

tiene un papel fundamental en la estimulación de la formación y la actividad de los 



10  

 
 

osteoclastos. Está altamente expresado en los ganglios linfáticos, timo y pulmón, y 

bajamente expresado en una variedad de tejidos, incluyendo el bazo y la médula 

ósea34.  

La vía de señalización RANKL-RANK se desencadena una vez el RANKL se une a 

su receptor RANK el cual es expresado por los progenitores mieloides en la 

superficie celular; esta unión induce la activación, ubiquitinación, unión y 

degradación lisosomal de proteínas TRAF al receptor, éstas son proteínas 

transmembrana que  al igual que los receptores de TNF, no tienen capacidad 

intrínseca para activar las proteínas quinasas y así mediar en la señalización. TRAF 

2, 5, y 6 se unen a RANK, pero de estos sólo TRAF3 y 6 parecen ser esencial en 

los osteoclastos, lo que se ha visto en diversos estudios, que cuando se realizó KO 

de TRAF6 en ratones, se observó osteopetrosis34,38. Seguido de esto, se comienza 

la activación de vías de señalización intracelulares que incluyen NF-κB y MAPK, lo 

que da como resultado final la activación de factores como c-Fos y NFATc1 que 

junto con AP.1 median la transcripción de genes osteoclastogénicos como: TRAP, 

Catepsina K, MMP9, V-ATPasa, entre otros35,36,37. 

Lo anterior sucede con el fin de activar MAPKs como JNK, ERK y p38, y por otro 

lado el complejo IkB, las cuales inducen la fosforilación de IkB-α que libera los 

heterodímeros p65-p50 los cuales se translocan al núcleo. Esto desencadena la 

activación de c-Fos y NFATc1 que junto con AP-1 median la expresión de genes 

osteoclastogénicos34-38.    

A pesar de que la vía de RANKL es la más estudiada y la más importante en los 

procesos de diferenciación osteoclástica, no es la única; existen otras vías 

implicadas en el proceso, como por ejemplo la vía de M-CSF, TNF-alfa, OSCAR, 

entre otras, que influyen en los procesos osteoclasticos y dan como resultado la 

expresión de genes implicados en diferenciación, fusión y actividad osteoclástica37-

39. 
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Figura 1. Diferenciación osteoclástica Fuente: Kim JH, Kim N. Signaling Pathways 

in Osteoclast Differentiation. Chonnam Med J. 2016. 

Ahora bien, para que no se estimule todo el tiempo los procesos de resorción, es 

necesario regular la activación de la vía RANKL-RANK, proceso realizado por la 

osteoprotegerina (OPG), un miembro de la superfamilia de receptores del TNF 

segregado por los osteoblastos no anclados a la membrana, que actúa como un 

inhibidor competitivo que inhibe su unión al receptor RANK, impidiendo así la 

osteoclastogénesis 34-40.  En estudios previos, se ha demostrado que la OPG, 

aparte de impedir la diferenciación del osteoclasto, también induce apoptosis de los 

mismos por medio de la vía de señalización Fas/FasL41. 

 

Fusión del osteoclasto    

 

La fusión celular es un proceso importante en el cual las células mononucleares se 

unen para formar células multinucleares. Este proceso ocurre durante la 

diferenciación de las células, y es necesario para que la célula madure, pueda estar 

activa y realizar su función42. 
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Los procesos de fusión osteoclástica son poco conocidos, pero es importante 

estudiarlos ya que esta es una característica de los osteoclastos maduros, la cual 

se requiere para que puedan estar activos y realizar la resorción ósea43. 

La fusión celular puede ocurrir entre dos células mononucleares, o entre una célula 

mononuclear y otra multinuclear, además es un proceso mediado por la estructura 

de actina de cada célula que se conecta antes y durante la fusión membranal42,43.  

Los osteoclastos necesitan para realizar su actividad resortiva una zona de sellado, 

la cual está compuesta por una superestructura de actina, un componente 

fundamental del citoesqueleto de las células; los osteoclastos primero desarrollan 

un grupo de podosomas, que luego crecen en una pequeña estructura anular, el 

anillo de los podosomas. Un osteoclasto a menudo tiene varios anillos de 

podosomas, que a su vez se desarrollan en un gran anillo que corre a lo largo de la 

periferia de la célula, conocido como el cinturón de los podosomas, que se 

transforma en el sitio de contacto entre dos osteoclastos, y permite su unión e 

interacción42,43,44.  

Este proceso de fusión es mediado por proteínas de membrana que estimulan y 

ayudan a la unión de los pre-OCs, dentro de las cuales las más estudiadas e 

importantes son: DC-STAMP, OC-STAMP, ADAM-12,  CD47, Sincitina 1, entre 

otras.  

A continuación se hará una breve descripción los marcadores de fusión 

mencionados anteriormente:  

 

DC-STAMP.  

 

La proteína transmembrana específica de células dendríticas (DC-STAMP) se 

considera actualmente el regulador maestro de la fusión osteoclástica. Es una 

proteína de 470 aminoácidos, tiene siete regiones transmembranales, tres sitios 
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potenciales de glicosilación unidos a N, un sitio de fosforilación de proteína quinasa 

C y una cola citoplásmica de 72 restos que contiene múltiples serinas, dos de los 

cuales son probablemente los objetivos de la fosforilación45,46,47. 

 

Estudios previos en donde ha realizado Knock out del gen DC-STAMP, se observa 

la anulación completa de la fusión célula-célula durante la osteoclastogénesis45,46. 

Osteoclastos aislados a partir de ratones con Knock out (KO) de DC-STAMP son 

osteoclastos mononucleares debido a la deficiencia en la fusión mostrando 

osteopetrosis leve o un proceso de resorción ósea poco invasivo45,46,48. 

 

La expresión de DC-STAMP se regula por medio de 2 factores, C-Fos y NFATc1, 

los cuales son esenciales para la diferenciación de osteoclastos y también según 

estudios previos son necesarios para la expresión de DC-STAMP y la fusión célula-

célula en osteoclastos49. 

OC-STAMP. 

Conocida como proteína transmembranal estimulatoria del osteoclasto, es similar 

en función a la proteína DC-STAMP, y se ha demostrado que es necesaria para la 

fusión de pre-osteoclastos y para la actividad óptima de resorción ósea50. 

En un estudio se usaron células madre embriológicas de ratón portadoras de un 

alelo mutado para generar una segunda cepa de ratón OC-STAMP nula. La 

histología ósea mostró tejido óseo normal en general con gran número de 

osteoclastos mononucleares TRAP-positivos, al igual que una inhibición completa 

de la fusión célula-célula y un número nulo de osteoclastos multinucleados50-51. 
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CD-47 y Sincitina-1. 

CD-47 es una glicoproteína transmembrana, que pertenece a la superfamilia de 

inmunoglobulinas. Se ha demostrado que los macrófagos expresan la forma 

hematopoyética de CD47, cuya expresión se induce en el inicio de la fusión46. CD-

47 se une a su receptor MFR, lo que conduce al reconocimiento célula a célula y 

de ésta manera media los procesos de fusión osteoclástica.  En un estudio en 

donde se usaron 9 anticuerpos monoclonales contra el dominio extracelular de 

CD47, 3 bloquearon la fusión cuando estaban en presencia del receptor de fusión 

de macrófagos,  sugiriendo que tanto CD47 junto con los receptores de fusión de 

los macrófagos están implicados en los procesos de multinucleación de los 

macrófagos52.  

Se ha sugerido que la sincitina-1 es una proteína codificada por un gen endógeno 

humano que se integró de forma estable en el genoma del antepasado humano 

hace más de 24 millones de años. Tras su activación, la sincitina-1 es capaz de 

desestabilizar la bicapa lipídica de la célula diana y forzar la fusión de las 

membranas plasmáticas53.  

Estudios previos analizaron eventos de fusión individuales usando lapso de tiempo 

y antagonistas de CD47 y sincitina-1; demostrando que CD47 y sincitina-1 tienen 

diferentes funciones en la fusión. CD47 promueve fusiones celulares que implican 

pre-osteoclastos mono-nucleados, mientras sincitina-1 promueve la fusión de dos 

osteoclastos multi-nucleados, pero también reduce el número de fusiones entre pre-

osteoclastos mono-nucleados. Además, CD47 parece mediar la fusión sobre todo 

a través de amplias superficies de contacto entre la membrana celular de las células 

fusionadas mientras que la sincitina-1 media la fusión a través de la estructura de 

la copa fagocítica54. 

En este mismo estudio se planteó que la proteína CD-47 se encuentra en su gran 

mayoría cuando las células se encuentran mononucleares, es decir previo a la 

fusión como tal, siendo importantes para mediar señales que inicien la fusión, y la 
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proteína Sincitina-1 se encuentra en las células ya fusionadas probablemente 

actuando en etapas tardías de fusión celular54.  

ADAM-12.  

Los ADAM son proteínas de metaloproteasa-desintegrina que han estado 

implicadas en la adhesión celular, el desprendimiento de ectodominio de proteínas, 

la degradación de proteínas de la matriz y la fusión celular55. Varios estudios han 

informado que la proteína ADAM12, es un importante regulador de la diferenciación 

osteoclástica56.  

En algunos estudios se ha analizado el rol de ADAM 12 sobre la formación de 

células multinucleares, en el estudio de Ma y colaboradores, se realizó una 

hibridación in situ, tinción inmunohistoquimica y un western blot de las células que 

se encontraban alrededor de una zona de implantes, y encontraron que las células 

mononucleares que contenían mRNA de ADAM 12 se observaban en menor 

cantidad comparado con células multinucleares positivas a ADAM 12, también 

observaron que el 52% de las células de la superficie fueron ADAM-12 positivas 

comparado con el control 5%, además de esas células ADAM12 positivas la 

mayoría formaron células bi y multinucleadas. Todo esto indica que ADAM-12  está 

implicado en los procesos de fusión célula a célula y que ayudan en la formación 

de células multinucleadas y osteoclastos57. 

Actividad osteoclástica  

 

El osteoclasto es la célula encargada de realizar la función resortiva del hueso. Este 

proceso se da en el sitio de contacto entre el osteoclasto y el hueso, llamado zona 

de sellado, en donde el osteoclasto forma anillos de f-actina y una zona de sellado 

entre el hueso y la propia célula, proceso mediado por la integrina alfa v beta3 o 

también conocida como receptor de vitronectina (VNR)58. 

El hueso tiene 2 componentes principales: el orgánico y el inorgánico, que su vez 

están conformados en su gran mayoría por colágeno tipo I e hidroxiapatita 
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respectivamente59. La resorción ósea envuelve la disolución de los cristales de 

hidroxiapatita seguido de la escisión proteolítica del componente inorgánico59-60.  

El proceso de resorción se da en la zona de sellado, donde los osteoclastos forman 

una membrana celular especializada conocida como el borde en cepillo, que facilita 

la función resortiva de la célula ya que permite la secreción de protones y proteasas 

que desmineralizan la matriz ósea61. Una vez el osteoclasto se une al hueso, actúan 

enzimas como la anhidrasa carbónica, que tiene como función acidificar el 

microambiente de resorción para disolver el mineral óseo. Seguido a esto, las 

enzimas lisosomales como la catepsina K, TRAP, MMP9, entre otras son liberadas 

para degradar la matriz ósea; y por último los productos de degradación son 

endocitados por los osteoclastos y liberados dentro de un fluido extracelular58,60,61. 

 

Figura 2. Resorción ósea por el osteoclasto. Fuente: Na Kyung Lee. Molecular 

Understanding of Osteoclast Differentiation and Physiology. 2010.  
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Marcadores del Osteoclasto.  

 

TRAP. 

La fosfatasa ácida resistente al tartrato (TRAP), es una enzima considerada como 

un marcador histoquímico de los osteoclastos. TRAP se expresa por osteoclastos, 

macrófagos, células dendríticas y un número de otros tipos de células. Tiene un 

papel crítico en muchos procesos biológicos incluyendo el desarrollo del esqueleto, 

síntesis y degradación del colágeno, mineralización del hueso, producción de 

citoquinas por macrófagos y células dendríticas, reclutamiento de macrófagos, 

maduración celular dendrítica62.   

 

Estudios previos han demostrado que al realizar KO de TRAP en ratones  

(129SvEv), se observó en las metáfisis un mayor número de trabéculas óseas lo 

que es un indicativo de fenotipo osteopetrótico, sugiriendo que TRAP es 

fundamental para los procesos de resorción ósea, importantes para la homeóstasis 

normal en conjunto con la formación ósea63.   

 

Catepsina K. 

 

La catepsina K (CTSK), una cisteína proteasa, está altamente expresada por 

osteoclastos que degrada muy eficazmente el colágeno tipo I, el componente 

principal de la matriz ósea orgánica64-65. Algunos estudios investigativos 

demuestran que la inhibición de CatK aumenta la masa ósea, mejora la 

microarquitectura y la resistencia ósea. Los recientes avances en la comprensión 

de los mecanismos moleculares y celulares implicados en el modelado óseo y la 

remodelación sugieren que la inhibición de CatK disminuye la resorción ósea, pero 

aumenta el número de células de linaje osteoclastos66. 
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MMP9. 

 

Las metaloproteinasas de la matriz, son proteínas que degradan la matriz 

extracelular. En estudios previos se ha investigado la expresión de MMP9 en 

células RAW264.7  diferenciadas con RANKL, y se observó que la MMP9 

incrementó en una manera dosis dependiente cuando las células se diferenciaron 

hacia OC TRAP+, igualmente, cuando se agregó  un inhibidor de MAPK, p38, se 

suprimió la diferenciación de las células hacia osteoclastos y se bloqueó la 

expresión de MMP9, estos hallazgos sugieren que la diferenciación de los 

osteoclastos envuelve la expresión de MMP9 la cual actúa sobre la vía de las 

MAPK, p38, activada por RANKL67.   

 

ATPasa vacuolar 

 

Esta es una bomba de protones, ubicada en el borde en cepillo, conformada por 14 

subunidades, que se encuentran en 2 dominios V0 y V1; estos, actúan como una 

maquinaria que incluye cambios conformacionales, que van a permitir la hidrólisis 

de ATP hacia ADP y Pi, y de esta manera la secreción de protones hacia el 

microambiente óseo, que permiten la acidificación que junto con proteasas como 

CTSK, entre otras, empiezan a realizar la desmineralización del hueso.  

 

Esta bomba se encuentra en la membrana especializada que forman los 

osteoclastos en la zona de sellado para poder realizar su función resortiva, el borde 

en cepillo. En diversos estudios se ha planteado que la ATPasa vacuolar puede ser 

un target potencial para desarrollar agentes anti-resortivos y de esta manera tratar 

las enfermedades óseas destructivas como la osteoporosis y la artritis 

reumatoide68.  
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Especies reactivas de oxígeno en la osteoclastogénesis 

 

Las especies reactivas de oxígeno, envuelven los iones de oxígeno, radicales libres 

y peróxidos, los cuales son moléculas altamente reactivas ya que tienen la 

presencia de electrones de valencia no apareados; ellos, se forman como producto 

del metabolismo del oxígeno y desempeñan diferentes papeles a nivel molecular, 

sin embargo, cuando se encuentran aumentados pueden ocasionar daños 

importantes en el organismo69. 

Los efectos dañinos ocasionados por ROS han tenido mucha importancia en la 

última década, ya que funcionan como segundos mensajeros e inducen la 

activación de varios eventos de señalización celular dentro de los cuales se incluye 

la activación de la vía de las MAPKs, aumenta los niveles del calcio intracelular y 

los factores transcripcionales69-70.  

Se ha evidenciado que durante la proliferación de pre-OCs se requiere un ambiente 

oxidante, que induce la activación de diversas vías de señalización implicadas en 

la regulación del estrés oxidativo y que activan la diferenciación osteoclástica, sin 

embargo no se conoce con exactitud el rol de ROS durante la función resortiva 

osteoclástica69-70. 

Un regulador importante de la respuesta al estrés oxidativo es NF-κB, proteína que 

desencadena la osteoclastogénesis que a su vez es activada por medio de la vía 

de RANKL. En estudios previos, se observó que al adicionar antioxidantes como 

NAC, a células BMM, hubo una disminución importante en la expresión de la 

proteína de NF-κB, sugiriendo que probablemente la N-acetil cisteína, puede actuar 

inhibiendo la osteoclastogénesis por medio de la vía RANKL 71.  

También se ha demostrado que las especies de MAPK (JNK, ERK y p38) actúan a 

través de ROS e inducen la diferenciación del osteoclasto, predominantemente por 

medio del peróxido de hidrógeno, un estudio previo mostró la adición de peróxido 
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de hidrógeno (H2O2) exógeno sólo a BMM suplementados con RANKL y se 

observó que pudo activar MAPK de manera dependiente de la dosis72. 

Por otro lado, Ha y colaboradores en el 2004, encontraron que RANKL estimulaba 

la generación de ROS en osteoclastos. Ellos trataron osteoclastos con 

antioxidantes como N-acetil cisteína y glutatión, y vieron que se redujo la activación 

de NF-κB y ERK las cuales son inducidas por RANKL, por otro lado, observaron 

que los antioxidantes no previenen la activación de NF-κB inducida por TNFalfa. El 

tratamiento con antioxidantes también redujo significativamente la formación de los 

anillos de actina proceso inducido por RANKL. Finalmente, estos resultados nos 

indican que ROS puede actuar como un mediador de las vías de señalización 

osteoclástica como la de RANKL73.    

Adicionalmente en otro trabajo de investigación, se reportó que la función 

mitocondrial y los ROS juegan un rol importante en la osteoclastogénesis, lo que 

hicieron fue usar antioxidantes, N-acetil cisteína, ácido ascórbico y MitoQ 

(antioxidante especifico de mitocondria), estos suprimieron la diferenciación de 

células RAW264.7 hacia osteoclastos TRAP+ multinucleados, inhibiendo la vía de 

señalización de RANKL74. 

Agentes oxidantes.  

 

• DMNQ: (2,3-Dimetoxi-1,4-naftoquinona) Agente que induce formación de 

aniones superóxido intracelular y, dependiendo de la concentración, induce 

proliferación celular, apoptosis o necrosis. DMNQ no reacciona con grupos 

tiol libres, es no alquilante y formador de aductos en contraste con otras 

quinonas. Por lo tanto, DMNQ es un agente redox que genera tanto 

superóxido como peróxido de hidrógeno intracelularmente de una manera 

dependiente de la concentración. Se sabe que estos dos oxidantes se 

generan en una amplia gama de condiciones patológicas asociadas con la 

inflamación debido a la activación de las NADPH oxidasas75. El DMNQ es 

una herramienta valiosa para la generación de especies reactivas de 
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oxígeno (ROS) con el fin de estudiar el papel de los ROS en la toxicidad 

celular, apoptosis y necrosis76.  

 

• Homocisteina: Es un aminoácido no esencial que contiene azufre y un 

producto metabólico intermedio derivado del aminoácido esencial 

desmetilado metionina. Es muy reactivo, ya que permite la formación de 

disulfuros mixtos de Hcy, la interacción de Hcy thiolactones y 

homocisteinilación de proteínas. La oxidación de dos moléculas de Hcy 

produce el disulfuro oxidado (homocistina), dos protones (H +) y dos 

electrones (e-), al tiempo que promueve la formación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS). Además, la formación de disulfuros mixtos contribuye a 

la formación adicional de ROS77.  

 

• Peróxido de hidrógeno: Es un líquido covalente de color azul pálido, 

miscible libremente con agua y aparentemente capaz de atravesar 

fácilmente las membranas celulares, aunque las vías que usa para atravesar 

no han sido esclarecidas. El peróxido de hidrógeno es capaz de actuar ya 

sea como agente oxidante o como reductor. Desempeña funciones 

importantes en la defensa del huésped y las reacciones biosintéticas 

oxidativas78.  

 

En un estudio previo se analizó el mecanismo por el cual las defensas 

antioxidantes modulan la pérdida ósea, y se comparó la expresión de las 

enzimas antioxidantes conocidas en los osteoclastos. Se encontró que la 

glutatión peroxidasa 1 (Gpx), la enzima responsable principalmente de la 

degradación intracelular del peróxido de hidrógeno se incrementó en 

macrófagos de la médula ósea. Al adicionar la Gpx se disminuyó la expresión 

de RANKL y se evidenció un aumento de la resistencia a la oxidación 

mediante peróxido de hidrógeno exógeno. Esto sugiere que el peróxido de 
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hidrógeno es una especie reactiva de oxígeno implicada en la pérdida ósea 

que probablemente actúa por medio de la vía de RANKL79.  

 

Agentes Antioxidantes.  

 

• Trolox: (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) es un 

análogo de la vitamina E80. Se utiliza como antioxidante estándar en estudios 

bioquímicos contra los cuales se compara la capacidad antioxidante de los 

compuestos. Este compuesto posee actividad antioxidante y el grupo 

carboxilo presente dentro de su estructura imparte solubilidad en agua lo que 

hace que el uso de trolox sea más ventajoso respecto a otros antioxidantes 

activos (por ejemplo, vitamina E) ya que es sólo liposoluble81.  

 

En la literatura se reporta que Trolox inhibe la formación de osteoclastos a 

partir de macrófagos de médula ósea. Trolox es efectivo solo cuando está 

presente durante la etapa inicial diferenciación, lo que implica que se dirige 

a precursores de osteoclastos. El pretratamiento con Trolox regula la 

inducción por RANKL de la proteína c-Fos mediante la supresión de su 

traducción. Lo que sugiere que Trolox previene la formación de osteoclastos 

y la pérdida ósea mediante la inhibición de la expresión de c-Fos en 

precursores de osteoclastos82. 

 

• Tempol: Es un metal-independiente, antioxidante permeable a la 

membrana. Promueve el metabolismo de O2- a velocidades que son 

similares a SOD, superoxido dismutasa, y por lo tanto se considera un 

mimético SOD; Sin embargo, Tempol también facilita el metabolismo de una 

amplia gama de ROS y especies de nitrógeno reactivo, incluyendo radicales 

hidroxilo (OH-), y exhibe actividad de catalasa que impide además la 

generación de OH- y H2O2 por reacciones de Fenton38. Por consiguiente, 

Tempol se considera un agente de ciclo redox de uso general en lugar de un 
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mimético SOD específico. Tempol mejora la biodisponibilidad de NO y 

elimina catalíticamente la especie altamente reactiva de peroxinitrito 

(ONOO-) que se produce por la reacción entre O2- y NO83. No se ha 

reportado estudios en la literatura del papel de este antioxidante sobre el 

osteoclasto.  

 

• Ácido ascórbico: Tiene propiedades antioxidantes, contiene varios 

elementos estructurales que contribuyen a su comportamiento químico: la 

estructura de las lactonas y dos grupos hidroxilo enólico y un grupo 

alcohólico primario y secundario. La estructura del enediol motiva sus 

propiedades antioxidantes, como se puede oxidar fácilmente enedioles a 

dicetonas. Por lo tanto, los grupos carbonilo endioles vecinos también se 

denominan reductivos84.  

 

Existen reportes de que el ácido ascórbico puede actuar como un agente 

reductor u oxidante dependiendo del ambiente en donde se encuentre, es 

decir ácido o básico, dependiendo de esto algunos estudios han demostrado 

que el ácido ascórbico puede inhibir85 e inducir la formación osteoclástica86 

sin embargo no se conoce exactamente que mecanismo usa y tampoco se 

conoce exactamente como actúa.  

 

• N-acetil cisteína (NAC): Es un antioxidante tiol bien conocido, es el 

precursor acetilado de la L-cisteína, fácilmente absorbido por las células, 

desacetilado y convertido en glutatión87. También es conocido como un 

agente reductor que puede modificar directamente la actividad de varias 

proteínas. N-acetil cisteína es un fármaco análogo de cisteína con muchas 

aplicaciones terapéuticas, se ha visto en algunos estudios que tiene un papel 

protector en el control del estrés oxidativo contra muchas células incluyendo 
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osteoblastos y osteoclastos, tanto como un eliminador directo de ROS como 

un compuesto capaz de aumentar los niveles de glutatión celular (GSH)88.  

 

Agonistas de PPAR gamma.  

 

Los receptores activados por proliferador de peroxisoma (PPAR) son factores de 

transcripción activados por ligandos que pertenecen a la superfamilia de receptores 

nucleares. Los PPARs son activados por ligandos naturales tales como ácidos 

grasos, eicosanoides y ácidos grasos oxidados, proteínas de la inflamación y 

crecimiento celular89. Debido a esto el PPARg es un objetivo para el tratamiento de 

la diabetes tipo II, enfermedades inflamatorias y cáncer.  

El factor de transcripción activado por el proliferador de peroxisoma-γ sus agonistas 

como DHA, retinol92 y las tiazolidinedionas como Rosiglitazona, interfieren con la 

vía NF-kB, al unirse al complejo p65 de NF-κB impidiendo su activación y de ésta 

manera su traslocación al núcleo90 o también se ha evidenciado en el caso del 

Retinol, que este lo puede hacer por medio de la disminución de la expresión del 

factor NFATc1 que es activado por NF- kB92.    

A pesar de estas evidencias, existen reportes que demuestran un efecto contrario, 

en donde la aplicación de tiazolidinedionas91 y de DHA dan como resultado un 

aumento en la actividad resortiva posiblemente por mecanismos independientes de 

NF-κB; probablemente a partir de la activación de c-Fos por medio de la unión a 

PPAR-gamma y del aumento de NFATc1 respectivamente, y de esta manera 

inducen el linaje osteoclástico91.   

Fuerzas en la actividad resortiva. 

 

La fuerza mecánica tiene efectos diferentes e importantes en el tejido óseo. Existen 

diferentes modelos in vivo e in vitro usados para estudiar el efecto de la carga 

mecánica en el metabolismo óseo, en la formación (Osteoblasto) y en la resorción 

(osteoclasto) del hueso.  El hecho de que exista la posibilidad en biología molecular 
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de suprimir un gen por medio de ratones Knock out ayuda a mejorar el estudio de 

la expresión genética; esto junto con los modelos ortodónticos en ratones que son 

una ventaja para entender los mecanismos moleculares del movimiento dental y de 

la carga mecánica sobre el hueso93.  

El movimiento dental provocado por la fuerza mecánica, induce en las células, 

ligamento periodontal, hueso alveolar y tejidos adyacentes, una respuesta 

mecánica la cual es transformada en una respuesta biológica mediada por 

diferentes factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas y hormonas que están 

implicadas en este proceso94.   

Por otro lado, el tejido óseo responde a los estímulos mecánicos transformando esa 

fuerza física en una señal química que es transmitida a las células por medio de la 

mecanotransducción, definida como el proceso mediante el cual las células 

convierten la energía mecánica, incluida la energía electromagnética, la gravedad, 

la tensión, la compresión y el cizallamiento, en señales eléctricas y / o 

bioquímicas95. 

Las moléculas de señalización celular como el ATP, prostaglandinas y óxido nítrico 

son las responsables de coordinar la respuesta al estímulo mecánico. Los 

osteocitos son los reguladores clave en la mecanotransducción y son las principales 

células del hueso que responden a un estímulo mecánico y regulan la actividad de 

los osteoblastos y los osteoclastos96. Sin embargo existen estudios que demuestran 

que los osteoblastos y osteoclastos son capaces de responder por si solos a un 

estímulo mecánico. 

Modelos in vitro de estudio de la aplicación de fuerza mecánica. 

 

Delaine-Smith y colaboradores en el año 2015, crearon un artículo en el cual 

establecieron varios modelos in vitro para estudiar el proceso de 

mecanotransducción. A continuación, se describirán los más usados en 

investigaciones:  
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• Vibración: Este es el método más común para estudiar la fuerza sobre las 

células óseas, en este sistema las células son sembradas en una placa de 

pocillos múltiples, que contiene colágeno; la placa es unida a una plataforma 

de carga la cual va a realizar el movimiento vibratorio con una frecuencia 

variable97.  

 

• Flujo de fluido: Este se caracteriza por ser continuo o discontinuo, existen 

dos métodos de fluido, el primero  un simple método de balanceo "see-saw" 

y el segundo un sistema de flujo de placas paralelas, ambos producen un 

perfil de fluido oscilatorio98-99-100.  

 

• Cultivo oscilante “see-saw”: Consiste en un sistema de balanceo puede 

producir un movimiento oscilante de baja magnitud (por ejemplo, 0,001-0,25 

Pa) que se transmite a las células sembradas en platos de cultivo 

estándar101.  

 

• Cámara de flujo de placas paralelas: El sistema de flujo de placas paralelas 

es capaz de producir tensiones de cizallamiento y es usada para mirar la 

respuesta de las células al fluido de flujo. Este sistema puede realizar 

diferentes perfiles de fluido, continuos, pulsátiles u oscilatorios 98-102.  

 

• Sistema de tensión “FlexCell”: En este sistema las células son sembradas 

en platos de cultivo FlexCell, se colocan las placas en una placa de base y 

se aplica una tensión cíclica de duración estática o variable definida 

utilizando el software FlexSoft FX-5000103.  

 

• Fuerza compresiva por medio de la aplicación de matrices: este es un 

sistema de aplicación de fuerza compresiva que consiste en cortar rodajas 
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de silicona de 12 mm de diámetro y 2mm de ancho. Estas deben 

esterilizarse y se colocan en las placas de 24 pocillos sobre las cuales se 

siembran las células. Seguido a esto las células colocadas sobre las rodajas 

de silicona, se invertirán y se colocarán sobre capas de gel de colágeno, y 

se comprimirán continuamente con capas de 3, 5, 7, 9 o 14 rodajas de 

silicona (~ 43 mg / cm2) por 24 h, respectivamente. En el grupo de control, 

las matrices con las células unidas se invierten sobre la capa de gel de 

colágeno sin aplicación de ninguna fuerza adicional104.  

 

Células óseas y estímulo mecánico.  

 

Hay amplias pruebas de que la mayoría de las células del cuerpo son capaces de 

percibir su entorno mecánico. De hecho, parece haber una generalidad en las 

respuestas celulares a la fuerza mecánica.  

 

La estimulación mecánica varía ampliamente en amplitud y frecuencia dependiendo 

de las actividades habituales del individuo. La mayoría de las actividades normales 

de locomoción asociadas con la marcha y el ejercicio se realizan a frecuencias 

cercanas a 1 Hz (Fritton et al., 2000; Thompson et al., 2012). La frecuencia de paso 

está entre 1.7 Hz y 2.3 Hz y para trote, entre 2.5 Hz y 3.2105,106.  

La carga mecánica tiene una gran influencia en el esqueleto ya que puede estimular 

una serie de eventos intra e intercelulares para inhibir o estimular la resorción ósea 

o la formación ósea, dependiendo de la frecuencia y la amplitud aplicada a la célula 

correspondiente105,107. 

 

Osteocito. 

 

Los osteocitos son células que orquestan la regulación bioquímica de la masa y 

estructura ósea a partir de un estímulo mecánico110. Son las células encargadas de 

realizar la mineralización ósea, y su cuerpo celular reside en espacios llamados 
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lagunas. De cada cuerpo celular del osteocito, aproximadamente 50-60 procesos 

celulares se originan e irradian a través de la matriz mineralizada a través de 

espacios llamados canalículos110,111.  

 

Estos procesos celulares irradian en diferentes direcciones y forman una intrincada 

red intercelular de osteocitos, que está directamente conectada a las células que 

recubren la superficie del hueso y las células dentro de la médula ósea110. 

Existe cada vez más evidencia de modelos matemáticos y experimentales que 

sugieren que las fuerzas mecánicas sobre el hueso inducen el flujo de líquido en la 

porosidad lacunar-canalicular en el osteocito107,108,109. 

Los mecanismos por los cuales el osteocito responde a un estímulo mecánico 

todavía no están claramente explicados. Sin embargo, el citoesqueleto juega un 

papel clave en ello. El citoesqueleto, está compuesto por actina, microtubulos, 

filamentos, canales de conexión, entre otras112 y algunas de las proteínas más 

importantes que conectan mecánicamente la célula exterior al citoesqueleto; a 

continuación, se describen estos diferentes mecanoreceptores encontrados en el 

osteocito.  
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Gráfico 1. Tipos de mecanorreceptores en tejido óseo. Elaboración propia. 2017. 

 

Mecanorreceptores 

Integrinas

Son proteínas de 
membrana que captan el 

ambiente extracelular 

La integrina Beta 1 se ha 
visto que activa las MAPK 
cuando se realiza estimulo 
mecánico (flujo de fluido)

Inician la señalización 
citosólica uniéndose a 
ligandos extracelulares

Proteínas de adhesión focal (FAK), 
participan en crecimiento, supervivencia 

y proliferación celular y están 
involucradas en la mecanotransducción 

de varias células incluyendo las óseas 
activando las MAPK

Son dímeros 
heterogéneos 

conformados por sub-
unidades alfa y beta

Conexinas

Son proteínas de membrana que 
forman canales regulados que 

permiten el intercambio directo 
de pequeñas moléculas con 

células adyacentes resultando en 
comunicación intercelular entre 

células.

Se ha demostrado que la estimulación 
mecánica aumenta la expresión de las 

conexinas in vitro e in vivo, lo que 
sugiere que las células se conectan 

mejor con  otras en presencia de un 
estimulo mecánico

Canales

El estímulo mecánico puede inducir 
hiper y des / polarization de la 

membrana o una respuesta multifasiiac
compleja. De hecho, se han identificado  

canales de membrana activados por 
estiramiento en células óseas

Estructura de membrana

Los componentes del núcleo lipídico 
(glicoesfingolípido, esfingolípido y 
colesterol) integran el conjunto de 

proteínas que se localizan en el sistema 
caveolar.

El aumento de estimulo mecánico 
provoca la translocación de las 
moléculas de señalización a las 

caveolae; esto produce cambios 
intracelulares como la activación de las 

MAPK 





 

Existe evidencia de que el osteocito, puede liberar algunas que estimulan o inhiben 

la diferenciación del osteoblasto o el osteoclasto, induciendo así la resorción o 

formación ósea respectivamente113.  

 

Figura 3. Osteocito, regulación de formación y resorción ósea. Fuente: LI Plotkin, 

T Bellido. Osteocytic signalling pathways as therapeutic targets for bone fragility. 

Nat Rev Endocrinol. 2016;12(10):593-605. 

 

Al aplicar un estímulo mecánico sobre el tejido óseo, el osteocito produce la 

activación de diversas vías de señalización, que actúan en el mantenimiento de la 

homeostasis ósea, por medio de la baja regulación de la esclerostina, activación 

de FAK (proteínas de adhesión focal) y ERK (Quinasa regulada por señal 

extracelular) como se muestra en el siguiente esquema: 
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Figura 4. Vías de señalización osteocíticas. Fuente: LI Plotkin, T Bellido. Osteocytic 

signalling pathways as therapeutic targets for bone fragility. Nat Rev Endocrinol. 

2016;12(10):593-605. 

Osteoblasto.  

La estimulación mecánica puede inducir la secreción de hormonas y factores de 

crecimiento, afectando así la diferenciación y el potencial de proliferación de los 

osteoblastos114.  

Una vez el osteocito recibe la señal mecánica, éste genera un flujo de fluido que 

induce el movimiento de fluido extracelular a través del sistema laguno-canalicular 

estimulando así las células óseas. En el osteoblasto molecularmente se 

desencadena la activación de diversas vías de señalización entre las cuales se 

incluyen la prostaglandina E2 que su vez promueve la expresión del factor 

osteoblastogénico osterix. Por otro lado, el estímulo mecánico conduce la 

activación de otra vía de señalización que lleva a la sobre regulación del factor de 

crecimiento insulínico-I, lo que produce la activación de factores de crecimiento 

como el fosfatindilinositol-3-quinasa (PI3K), MAPKs y proteínas SMAD114,115,116.  A 

continuación se muestran otras vías de señalización activadas por el estímulo 

mecánico en el osteoblasto.  
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Figura 5. Vías de señalización activadas por el estímulo mecánico implicadas en 

la Osteoblastogénesis. Fuente: 114. H Kitaura, K Kimura, M Ishida, H 

Sugisawa, H Kohara, M Yoshimatsu, et al. Effect of cytokines on osteoclast 

formation and bone resorption during mechanical force loading of the periodontal 

membrane. ScientificWorldJournal. 2014;2014:617032. 

Osteoclasto. 

Experimentos in vivo, como correr, saltar, nadar, escalar, entre otros, han servido 

para evaluar el efecto del estímulo mecánico sobre el metabolismo óseo. En el 

hueso y tejido periodontal, la fuerza mecánica induce respuestas biológicas de las 

células del ligamento periodontal, hueso alveolar y tejidos adyacentes que son 

transformadas en una respuesta biológica mediada por diferentes factores de 

crecimiento, citoquinas, quimioquinas y hormonas lo que desencadena la 

activación de diferentes vías de señalización en el osteoclasto114,115,116,117.   
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RANKL. 

Un estudio realizado a pacientes humanos demostró como los niveles de RANKL 

y OPG varían alrededor de implantes de mini tornillo como resultado de la 

aplicación de fuerza ortodóntica a diferentes intervalos de tiempo. Ellos tomaron 20 

implantes a los que se les realizó carga y 16 sin carga en este estudio. Todos los 

implantes miniscrew se colocaron bilateralmente entre los segundos premolares 

superiores y los primeros molares como unidades de anclaje para la distalización 

canina. El fluido crevicular del implante periférico se extrajo de las caras 

mesiobucales de los implantes miniscrew con carga y sin carga, antes de la carga; 

A las 24, 48 y 168 horas; y al día 30 después de la aplicación de la fuerza. Se 

usaron kits de ensayo de inmunoabsorción enzimática para determinar los niveles 

de RANKL y OPG en las muestras de fluido crevicular del implante. Los resultados 

de este estudio mostraron que la cantidad total de RANKL se elevó 

significativamente en el grupo de implantes miniscrew cargado en todos los 

periodos de tiempo, lo que sugiere que la carga mecánica ortodóntica puede influir 

sobre el osteoclasto por medio de la activación de la vía de RANKL, induciendo 

actividad resortiva aumentada121.  

TNF-alfa y M-CSF. 

Estudios previos han demostrado que el movimiento ortodóntico incrementa los 

niveles de TNF-alfa en el surco gingival en humanos118-119. En un trabajo de 

investigación se recolectó el TNF del surco, para lo cual se introdujeron perlas 

paramagnéticas, recubiertas con anticuerpos monoclonales para TNF, en el surco 

gingival de 50 dientes sometidos a movimientos dentales ortodónticos (por dos 

sistemas de fuerza) en 20 pacientes. La recuperación se realizó mediante un 

dispositivo magnético permanente diseñado para ajustarse al surco periodontal. 

Las muestras se tomaron antes de la aplicación de fuerza (controles); y en un 

tiempo fijo después de la aplicación de la fuerza. La cantidad de TNF 

inmunoabsorbido se cuantificó con un ensayo inmunoquímico. La conclusión de 

esta investigación es que la cantidad de TNF, que se encuentra en el surco gingival 
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humano, se eleva durante el movimiento dental, debido a la compresión realizada 

en el tejido óseo adyacente a la raíz dental119-120.  

En otro estudio realizado por Kitaura y colaboradores realizaron un estudio que 

tuvo como objetivo examinar el efecto de un anticuerpo anti-c-FMS sobre la 

osteoclastogénesis y la osteólisis inducida por carga mecánica en un modelo de 

movimiento ortodóntico en ratones. Utilizaron ratones deficientes en receptores 1 y 

2 del TNF, demostraron que el movimiento ortodóntico del diente estaba mediado 

por TNF-. Usaron anticuerpos anti-c-FMS, por 12 días, diariamente, durante la 

carga mecánica. El anticuerpo anti-c-FMS inhibió significativamente el movimiento 

dental ortodóntico, redujo notablemente el número de osteoclastos in vivo e inhibió 

la osteoclastogénesis inducida por TNF in vitro. Estos hallazgos sugieren que el M-

CSF juega un papel importante en la osteoclastogénesis inducida por carga 

mecánica y la resorción ósea durante la ortodoncia122. 

Antecedentes de estímulo mecánico en el osteoblasto y osteoclasto.  

 

Grigoriadis y col. en el año 2010 demostraron que la estimulación mecánica 

aplicada a células similares a osteoblastos resultó en un perfil osteopetrótico, lo 

que hicieron fue realizar estiramiento mecánico cíclico (4000 mε de alargamiento a 

una frecuencia de 1 Hz) aplicado a células BMSC y C3H10T1 / 2 y evaluaron 

actividad de fosfatasa alcalina, y marcadores osteoblastogénicos como RUNX2 y 

Osterix, entre otros. 

Por otro lado, un estudio en donde se realizó la aplicación de vibración a 3,0 g y 45 

Hz de frecuencia, a células Raw264.7 diferenciadas hacia osteoclastos, disminuyó 

la actividad de los osteoclastos en el esqueleto del ratón adolescente, 

proporcionando evidencia del potencial antirresortivo de la vibración123.  

Hay varios reportes de la literatura que demuestran que la aplicación de estímulos 

mecánicos dependiendo de la magnitud y frecuencia utilizadas, sobre las células 

óseas, determina el efecto sobre las mismas.  
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Xu y colaboradores en el año 2012 observaron que aplicar estímulos mecánicos a 

diferentes magnitudes sobre células RAW264.7 diferenciadas hacia osteoclasto 

con RANKL y M-CSF, tuvo efectos diferentes sobre las mismas. Cuando aplicaron 

magnitudes menores a 1000 microelongaciones, se observó menos número de 

osteoclastos, lo que aumentó cuando se aumentaron las microelongaciones desde 

1500 hasta 2500. Sin embargo cuando se aumentó la magnitud a 5000 μƐ se 

disminuyó ese número de osteoclastos lo que se asoció a una apoptosis124.  

A continuación, según estudios previos realizados a las células óseas y reportados 

en la literatura, se encontrará una tabla que describe cómo actúan las diferentes 

magnitudes y frecuencias sobre las células óseas.  

 

 

Tabla 1. Magnitudes y frecuencias sobre osteoblasto y osteoclasto. Elaboración 

propia. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 
 

LÁMINAS DE HUESO. 

Se usó hueso cortical de escápula bovina, láminas de aproximadamente 5 mm de 

ancho y largo por 0.5 de grueso, se cortaron con una pulidora con disco de carburo 

de grano grueso, posteriormente se pulieron con micromotor eléctrico, piedra 

rosada y discos de carburo de grano fino, y por último se lijaron manualmente hasta 

obtener láminas de hueso con superficies homogéneas. Las láminas de hueso se 

sumergieron en una solución de SDS al 10%  por 8 horas bajo agitación continua, 

se lavaron doce veces con agua destilada hasta eliminar totalmente el detergente, 

se esterilizaron con etanol al 70% por 60 minutos, finalmente se dejaron bajo luz 

U.V durante 1 hora. 125-126. 

CULTIVO DE CÉLULAS U937 EN LÁMINAS DE HUESO. 

 

Se tomaron aproximadamente  800.000 células de la línea U937, las cuales se 

centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min y se realizó la viabilidad de las mismas, por 

medio del uso de azul de tripan al 0,4 % en solución salina isotónica tamponada 

estéril (PBS pH 7.2- 7.3), este tiñe a las células que presentan daño en la 

membrana plasmática y permite discriminar entre las células vivas de células 

muertas. Posterior a realizar viabilidad, se procedió a sembrar por lámina de hueso 

30.000 células aproximadamente, con 30 µl de RPMI, estas se dejaron incubando 

a 37Cº, 95% de humedad y atmosfera de CO2 al 5%, durante dos horas para que 

se pudieran adherir las células al hueso. Pasadas las dos horas de incubación, se 

adicionó 400 µl a cada pozo de RPMI suplementado con SFB al 10%; y por último 

se dejaron incubando a 37Cº, 95% de humedad y atmosfera de CO2 al 5%, con y 

sin fuerza centrífuga durante los días correspondientes125. 
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APLICACIÓN FUERZA CENTRÍFUGA 

 

Se aplicaron 3 velocidades de fuerza las cuales se describen en la Tabla 2. Lo que 

se buscó con ello, fue observar y describir como las diferentes intensidades 

actuaban sobre el hueso, para de esta manera estandarizar cada una, observando 

la actividad TRAP y resortiva; con estos resultados se tomó la fuerza que se aplicó 

durante toda la investigación.  

 Las células se sembraron sobre la lámina de hueso, como se describió 

anteriormente. Luego se colocaron en un motor rotatorio horizontal (Rototorque – 

ColeParmer®) a velocidades establecidas en la Tabla 2, la fuerza permaneció 

constante durante 5 días en incubadora a 37Cº, 95% de humedad y atmosfera de 

CO2 al 5%. Para calcular la fuerza ejercida sobre las células se aplicó la siguiente 

fórmula: P= (m x r x r.p.m2 x π2)/(A x 9.8 x 900). Donde P es la presión en Kg por 

cm2, m: la masa del medio, r: el radio del motor rotatorio, r.p.m: revoluciones por 

minuto y A: el área de contacto entre el medio y las células. Siendo m= 0.015 gr, r= 

0.065m, A=4 cm2 y RPM= 3, 30 u 80127. La fuerza ejercida se muestra en la Tabla 

2.  

Las células se fijaron al día 1,3 y 5 de realizada la fuerza, durante 40 minutos a 4 

ºC con paraformaldehído al 4% , luego se dejaron 15 minutos de pre-enfriado a 0º 

C y se realizaron tres lavados con 200 μl de PBS. Luego, se dejaron en 200 μl de 

PBS y llevaron al refrigerador a 4 °C. Posteriormente se evaluó la actividad de la 

enzima TRAP y la actividad resortiva de cada lámina de hueso.  

La fuerza centrífuga se aplicó paralela al plano en el que se encontraban las 

células, a un ángulo de 180, la cual tenía como objetivo desprender las células del 

hueso; sin embargo probablemente podemos decir que las células resistieron este 

desprendimiento y simplemente intentaron desplazarse sobre la superficie ósea en 

la cual fueron sembradas generando estrés.  
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Rototorque ColeParmer® 

 

Tabla 2. Tipos de fuerza ejercida, velocidad y revoluciones por minuto. 

 

Velocidad  

 

r.p.m 

 

Fuerza ejercida 

 

Baja 

 

3 

 

2,4 X 10-6 gr/cm2  

 

Media 

 

30 

 

2,4 X 10-4 gr/cm2 

 

Alta 

 

80 

 

1,74 X 10-3 gr/cm2 

 

EVALUACIÓN DE ROS 

 

Con el fin de determinar la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS), las 

láminas de hueso donde previamente se sembraron las células U937 sometidas a 

fuerza centrífuga y que fueron tratadas con agentes oxidantes, antioxidantes y 

agonistas de PPAR gamma, se retiraron del medio y se secaron cuidadosamente 
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con una toalla de papel para ser transferidas a otra caja de 48 pocillos, fueron 

tratadas con Dihidroetidio (DHE) a una concentración de 10 μM y Hoechst (1 μg/ml) 

en medio de cultivo, se llevaron a 37 °C con CO2 al 5% y humedad relativa del 95% 

por 30 minutos; pasado este tiempo, se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 

30 minutos más. Luego, las láminas se lavaron 3 veces con PBS. 

Posteriormente, las láminas óseas, se colocaron sobre una lámina portaobjetos de 

vidrio y se analizaron en microscopio invertido de fluorescencia (Kaika) con un 

objetivo 40X, en donde se tomaron 10 fotos representativas por cada lamina de 

hueso y los niveles ROS se determinaron en cada fotografía cuantificando la 

intensidad de fluorescencia con el programa ImageJ 1.3 (Wayne Rasband National 

Institutes of Health, disponible gratis en http://rsb.info.nih.gov/ij/), los niveles se 

expresaron en intensidad media de fluorescencia (ver anexo 1). Este ensayo fue 

realizado por triplicado y se repitió tres veces; 

CTCF = Densidad integrada - (Área de la célula seleccionada X Fluorescencia 

media del background). 

EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE FOSFATASA ÁCIDA RESISTENTE A 

TARTRATO (TRAP) 

 

Se determinó si las células mononucleadas expresaban fosfatasa ácida resistente 

a tartrato (TRAP) un marcador de los osteoclastos. A las láminas de hueso se les 

adicionó una solución compuesta por: buffer veronal 30 ml que contenía barbitona 

de sodio (ácido barbitúrico al 0.159 g y 0.33 g de NaOH) y 0.582 g de acetato de 

sodio. A este buffer veronal se le adicionó 24.36 mg de tartrato de sodio-potasio Se 

mezcló por separado la solución formada con 375 μl de pararrosanilina 

hexasotizada y 375 μl de nitrito de sodio en hielo. Después, se adicionó 0.00475% 

de naftol fosfato MX-ASB1 (Sigma-Aldrich), usado como sustrato de la enzima 

TRAP. A esta solución se le ajustó el pH a 4.6 usando ácido clorhídrico, ensayo 

error, y se agregó 300 μl de esta tinción a cada lámina de hueso. Para acentuar la 

tinción TRAP, se adicionó 30 μl de hematoxilina durante 15 segundos y por último 

se incubaron las láminas de hueso a 37Cº, 95% de humedad y atmosfera de CO2 
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al 5% durante 2 horas. Pasado este tiempo, se lavaron los huesos 3 veces con 200 

µl de PBS125-126.   

La coloración TRAP de acuerdo a las concentraciones de los reactivos y de los 

tiempos de incubación pueden variar entre una coloración rojo ladrillo, café y rojo 

violeta. Para evaluar la actividad TRAP, se observó al microscopio de luz Eromex 

Hollland, con un objetivo de 20x. Se  realizó un conteo de las células coloreadas 

en las láminas de hueso cortical bovino, y se dividieron respecto al área del hueso 

(determinada con un conteo de campos en el objetivo 20X multiplicado por 0,16 

mm2) y de esta manera se determinaron las células TRAP+ por área de hueso. Por 

último se realizó un registro de 10 fotografías por hueso con cámara digital. 

EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD RESORTIVA 

 

Se retiraron las células para poder observar las lagunas de resorción, posterior a 

la tinción y observación de ROS, Actina y TRAP, las células se  lisaron con  buffer 

RIPA bajo agitación continua por 15 minutos. Las láminas se lavaron cinco veces 

con agua destilada, bajo agitación y suave cepillado. Para la valoración de las 

lagunas de resorción se realizó la tinción de azul de Tolluidina método estándar, 

para aumentar contrastes en la superficie de las láminas de hueso una vez 

removidas las células.  

La tinción de azul de Tolluidina se aplicó 400 μl a cada pozo y se dejaron tapados 

por 15 minutos. Las láminas de hueso se decoloraron con metanol, o agua 

destilada cambiando varias veces la mezcla hasta que no se desprendió más 

colorante y alternando cada lavado de 400 μl con agua destilada.  Finalmente se 

dejaron con 200 μl de la solución para decolorar la tinción en cada pozo. Las 

láminas se secaron con servilleta, sin presionar y al medio ambiente, seguido de 

esto se realizó el conteo para lo cual se tomaron 10 fotografías representativas de 

cada lámina. Finalmente se evaluaron con el objetivo 20 X en un microscopio de 

luz Euromex Holland, y se midió el extendido de la resorción o lagunas, mediante 

el programa computacional de análisis de imágenes (ImageJ 1.3, Wayne Rasband 
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National Institutes of Health, disponible gratis en http://rsb.info.nih.gov/ij/) y se 

expresaron en porcentaje total de área resorbida usando la siguiente fórmula.  

Porcentaje de resorción = Área resorbida del hueso X 100/ área total 

 

ANÁLISIS DE MARCADORES OSTEOCLÁSTICOS 

INMUNOFLUORESCENCIA  

 

Para determinar si las células U937 sometidas a fuerza centrífuga y tratadas con 

antioxidantes, oxidantes y agonistas de PPAR-gamma expresaban alguno de los 

marcadores osteoclastogénicos: se realizó inmunofluorescencia indirecta. Se 

utilizaron anticuerpos policlonales de fusión y actividad (OC-STAM, DC-DTAMP, 

CTSK, MMP9, V-ATPase, ADAM 12) y de diferenciación osteoclástica (PPARg, 

NFkB, NFATc1). Ver Tabla 3.  

Para esto, a las células fijadas cultivadas sobre la lámina ósea se les retiró del PBS, 

se secó la lámina ósea por debajo, con una servilleta. Se adicionó a cada lámina 

ósea 30 μl de la solución con el anticuerpo primario y se incubó durante 1h a 37 °C 

en cámara húmeda. Se lavó 3 veces con 200 μl de PBS dejando 5 minutos entre 

cada lavado. Las láminas óseas se secaron por debajo y se cambiaron de caja. Se 

agregó a cada lámina ósea 30 μl de la solución con el anticuerpo secundario FITC 

anti-cabra (2 μg/ml, Santa Cruz BiotechnologyR) junto con la tinción DAPI, y se 

incubó durante 15 min a 15 °C en cámara húmeda, protegido de la luz. Se 

realizaron lavados con 200 μl de PBS cada 5 minutos por 3 veces. La muestra se 

analizó en un microscopio de fluorescencia (SDP Top) con un objetivo 40X. Se 

evaluó toda la superficie de la lámina de hueso y tomaron entre 7 y 10 fotografías 

representativas por lámina por medio del software Mlvmage Flu. 
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Tabla 3. Lista de anticuerpos evaluados 

 

Antígeno que 

reconoce 

 

Orige

n 

 

Tip

o 

 

Concentració

n 

 

Fluorógen

o 

conjugado 

 

Casa 

comercia

l 

 

DC-STAMP 

 

 

Ratón 

 

IgG 

 

10 ug/ml, 

1:1000 uL 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

OC-STAMP 

 

 

Conejo 

 

IgG 

 

10 ug/ml 

1:1000 uL 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

Catepsina K 

 

Conejo 

 

IgG 

 

200 ug/ml 

1:1000 uL 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

Metaloproteinasa

9 

 

 

Cabra 

 

IgG 

 

200 ug/ml 

1:1000 uL 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

V-Atpasa 

 

 

Cabra 

 

IgG 

 

200 ug/ml 

1:1000 uL 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 
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Adam 12 

 

 

Cabra 

 

IgG 

 

200 ug/ml 

1:1000 uL 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

PPARg 

 

 

Conejo 

 

IgG 

 

200 ug/ml 

1:1000 uL 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

NF-κB  

 

Cabra 

 

IgG 

 

200 ug/ml 

1:1000 uL 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

NFATc1 

 

 

Ratón 

 

IgG 

 

10 ug/ml 

1:1000 uL 

 

 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

SINCITINA-1 

 

 

Cabra 

 

IgG 

 

200 ug/ml 

1:1000 uL 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 
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CD47 

 

 

Ratón 

 

Ig G 

 

20 ug/ml-80 

ug/ml 

1:1000 uL 

 

 

FITC 

 

Santa 

cruz 

 

SIEMBRA Y TRATAMIENTO CON AGENTES REDUCTORES Y OXIDANTES: 

Se colocó una lámina de hueso estéril por pozo en cajas de 48 pocillos, se 

sembraron 20μl células/hueso (30.000 células) re suspendidas en RPMI con SFB 

al 10%, tratadas o no con PEG, fueron mantenidas bajo una atmosfera humidificada 

al 5% de CO2 a 37°C durante 2 horas para permitir su adherencia a la lámina de 

hueso. Posteriormente los pozos se llevaron a un volumen final de 200μl de DMEM 

con SFB al 10%.  

A las células en cultivo se les realizó inducción oxidativa aplicando DMNQ 0.15μM, 

Homocisteina 100Μm, o tratamiento con agentes reductores trolox 500μM, tempol 

100μM, ácido Ascórbico 50μg/ml, NAC 30mM, DHA 40μM,  y retinol 20μM. Las 

concentraciones fueron establecidas según los reportes previos de la literatura 

sobre su uso en osteoclastos o células U937 que se muestran en la Tabla 4.  y se 

realizó curva de viabilidad. Finalmente se colocaron en el rotor para realizar fuerza 

centrífuga.   
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Tabla 4: Caracterización de concentraciones de agentes oxidantes y antioxidantes 

en osteoclastos. 

 

 

Reactivo 

 

Concentraciones 

reportadas en la 

literatura 

 

 

Tipo de células 

reportadas en la 

literatura 

 

Concentración 

definida para este 

estudio 

 

DMNQ128-129 

Sc-202586 

Santa Cruz 

Biotechnology 

 

0, 1, 2, 4, 8,16μM. 

Final: 4uM 

0.05, 0.1, 0.2, 1, 5 

µM 

 Final:0.208 µM 

 

U937 

 

PBMC de 

hombres y 

mujeres adultos 

 

 

0.15µM 

 

Homocisteina130 

Sc-214939 

Santa Cruz 

Biotechnology 

 

0, 10, 50, y 100µM 

Final: 100µM 

5, 10, 50, 100μM 

Final: 100μM 

 

PBMC de 

hombres adultos 

BMMS de ratón 

 

 

100µM 

Trolox131 

Sc-200810 

Santa Cruz 

Biotechnology 

 

 

 

 

100,200,500μM 

Final: 500μM 

 

 

 

 

 

BMMS de ratón 

 

 

 

 

 

500µM 
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Tempol132 

Sc-200825 

Santa Cruz 

Biotechnology 

 

 

100µM 

 

 

 

 

 

PBMC de 

hombres y 

mujeres de edad 

adulta 

 

 

 

100µM 

 

 

 

 

 

 

Ácido ascórbico133-

134 

 

0, 10, 50 y 100 

μg/ml  

Final: 50 μg/ml 

 

 

 

RAW 264.7 

 

50μg/ml 

 

NAC135 

 

1, 3, 10 y 20 mM 

Final: 20mM 

 

 

RAW 264.7 

 

30mM 

 

DHA136 

 

20, 40 y 80 µM 

Final: 40 µM 

 

 

Monocitos de 

sangre periférica 

 

40 µM 

 

Retinol137 

 

2,4 y 8 nM 

Final: 20 nM 

 

Monocitos de 

sangre periférica 

RAW264.7 

 

 

4 nM 

 

ENSAYO DE VIABILIDAD 

 

Las Células U937 y sembradas en cajas de 96 pocillos con 30.000 células/pozo, 

en medio DMEM con SFB al 10% a un volumen final de 200μl, en  presencia de los 

agentes oxidantes y reductores, fueron sometidas a ensayo de viabilidad será 

medida durante 3 días de cultivo y se realizará una curva; para esto se tomó una 
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muestra de 5μl de células de cada pozo y  5μl de azul tripán al 0.4% en solución 

salina isotónica tamponada estéril (PBS pH 7.2- 7.3), se realizó el recuento de las 

células en una cámara hemocitométrica de Neubauer  en un microscopio de luz 

invertido marca Euromex Holland, siguiendo la ecuación: Número de células = 

(V/#Q)* FT*FN*VS,  dónde, V= Número total de células viables contadas; #Q = 

Número de cuadrantes contados; FT= Factor de dilución (2); FN = Factor de la 

cámara de neubauer (104); VS = Volumen en ml de la solución que contiene las 

células. La viabilidad se expresará en términos de porcentaje según la ecuación: 

% = (V*100)/T, dónde, T = número total de células (viables y no viables) contadas 

en la cámara. 

 

EVALUACIÓN DE ANILLOS DE ACTINA. 

Se fijaron con paraformaldehido al 4% por 20 min y se permeabilizaron con Triton 

X-100 al 0.1% por 10 min. Luego, se lavarón tres veces con PBS seguido de un 

bloqueo con 0.2% de albumina bovina y 0.1% de saponinas disueltos en PBS. 

Posteriormente, se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con los anticuerpos 

monoclonales anti-actina toda la noche a 4°C, se lavaron con PBS y se adicionó el 

anticuerpo secundario anti-ratón junto con faloidina (0.33 μM) y DAPI (0,1μg/ml), 

se incubó durante 20 min a temperatura ambiente. Luego, se lavó tres veces con 

PBS y se analizó en un microscopio invertido de fluorescencia (SDP top) con un 

objetivo 40X. Este ensayo fue realizado por triplicado; Se evaluó toda la superficie 

de la lámina de hueso y tomaron entre 5 y 10 fotografías representativas por lámina 

por medio del software Mlvmage Flu. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los datos fueron expresados como la media, ± el error promedio de la media de 

los experimentos independientes para cada condición experimental. La diferencia 

de los grupos de los tratamientos se analizó con el programa Graphpad por el 

método de ANOVA de una vía. Para evaluar el grado de correlación entre las 

variables se realizó una prueba de correlación de Tuke´y.  
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RESULTADOS 

 

Viabilidad celular, expresión de la enzima TRAP y actividad resortiva al día 

1,3 y 5 de cultivo, en células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 2.4 x 10-6; 

2.4 x 10-4 o 1.74 x 10-3 gr/cm2 (3, 30 u 80 r.p.m.). 

Para determinar los cambios en la viabilidad, la actividad TRAP y resortiva de 

células U937 sometidas a fuerza centrífuga, 30.000 células U937 se 

resuspendieron repetidamente para que todas las células quedaran bien 

disgregadas antes de sembrarlas y se observaran como células mononucleares. 

Seguido a esto, se buscó determinar si existían diferencias al aplicar las tres 

modalidades de fuerza: 2.4 x 10-6; 2.4 x 10-4 o 1.74 x 10-3 gr/cm2 (3, 30 u 80 r.p.m.) 

o al aplicar la fuerza en diferentes días: 1, 3 y 5 días. Al cabo de este tiempo se 

fijaron con paraformaldehído al 4% y se procedio a evaluar viabilidad celular 

mediante la tinción con azul de tripan.  

Como se observa en la figura 1a. ninguna de las 3 diferentes fuerzas mostraron 

cambios en la viabilidad cuando se comparan las células sometidas a fuerza 

centrífuga respecto a las no sometidas a fuerza (control). Sin embargo, se observa 

una tendencia a disminuir la viabilidad celular cuando se aplicó la fuerza con las 

tres diferentes frecuencias al primer día, en donde pasó de un 95% a un 80%, y al 

tercer y quinto no se evidencia cambios importantes.     

Seguido de esto, se evaluó la actividad TRAP y se observó a las 24 horas de aplicar 

la fuerza, que los 3 diferentes grupos con fuerza,  presentaron un aumento 

significativo, comparado con el control de no fuerza, en el número de células 

TRAP+ aumentando un 11, 29 y 29% respectivamente. Por otro lado, es importante 

resaltar que todas las células fueron bien disgregadas antes de sembrarlas, y se 

observaron como células mononucleares, debido a que no se indujeron a fusión 

previamente.  
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En el tercer y quinto día de aplicar la fuerza centrífuga, comparado con el control, 

los tres grupos de fuerza, baja, media y alta aumentaron de manera muy 

significativa el número de células mononucleares TRAP+, evidenciandose que a 

mayor fuerza ejercida mayor es el número de células TRAP+. 

Cuando se compara el resultado obtenido al aplicar la fuerza respecto a las células 

de no fuerza, al tercer día se aumentó la actividad TRAP en los grupos con fuerza 

baja con un 30%, con media 37% y alta 44%. A los 5 días de aplicar la fuerza 

centrífuga, se evidenció un aumento de 30%, 33% y 55% con las diferentes fuerzas 

baja, media y alta. Según estos resultados, hay un aumento significativo en la 

actividad TRAP+ con respecto a los días de aplicación de la fuerza, en donde a 

mayor tiempo de aplicación de la fuerza, mayor es el número de células TRAP+, 

excepto en el grupo de fuerza media, en donde hubo una tendencia a disminuir 

este número al quinto día de aplicar la fuerza.    

Al evaluar la actividad resortiva de las células sujetas a fuerza centrífuga de 

diferentes velocidades, se observa que en el grupo control, al cual no se le aplicó 

fuerza, la lámina ósea fue homogénea con las características del hueso normal. Se 

evaluó todas las zonas del hueso y  sin embargo no se observó ningún patrón de 

resorción ósea. Ahora bien, cuando se compara el grupo experimental (fuerza) con 

el control (no fuerza), se observó un porcentaje de resorción al primer día de aplicar 

la fuerza en los 3 diferentes grupos, con un 26, 32 y 35% respectivamente. Por otro 

lado, al tercer y quinto día de aplicar la fuerza los 3 grupos mostraron un aumento 

significativo de resorción, con un porcentaje de 33, 40 y 56% para la fuerza media, 

y 40, 44 y 52% para el alta. 

Se observaron áreas de resorción ósea pequeñas en forma de áreas claras 

irregulares, en los 3 grupos a los cuáles se les aplicó fuerza.  Igualmente se 

encontraron áreas con diámetro apenas visible, que aparenta ser similar al tamaño 

de una célula. Otras láminas óseas presentaron áreas de resorción de diámetro 

mediano, de forma redondeada, pero con bordes irregulares y otras de diámetro 

grande, debido a que es posible que en esas partes hubiera un gran acumulo de 
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células. Adicionalmente las áreas de resorción se encontraron en el centro de las 

láminas de hueso en una mayor cantidad.   

Analizados los anteriores resultados, se tomó la fuerza media de 2.4 x 10-4 (30 

r.p.m) como la ideal puesto que no hay grandes diferencias respecto a la fuerza 

alta y no forzamos el aparato con el que se aplica la fuerza. Igualmente, puesto que 

la fuerza media no mostró cambios significativos cuando se comparó el día 3 y 5, 

se escogió el tiempo de aplicación de la fuerza como tres días.     
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Figura 1. Viabilidad celular y actividad TRAP y resortiva de células U937 tratadas 

con diferentes velocidades de fuerza centrífuga de 2.4 x 10-6; 2.4 x 10-4 o 1.74 x 10-

3 gr/cm2 (3, 30 u 80 r.p.m.) durante 1, 3 y 5 días de cultivo. NF= No fuerza, F= 

Fuerza. (A,B,C) Cuantificación de porcentaje de viabilidad celular (D-G) TRAP de 

láminas óseas representativas de células U937 tratadas con fuerza centrífuga. (H-

K) Láminas representativas del número de lagunas de resorción. Los resultados se 

presentan como media ± SEM (*P<0,05). Los asteriscos indican diferencias 
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significativas con respecto a los controles de no fuerza. Todo se evaluó en un 

microscopio de luz. Objetivo 20x. 

Formación de anillos de actina de células U937 sometidas a fuerza centrífuga 

de 2.4 x 10-4 (30 r.p.m) durante 3 días de cultivo, tratadas previamente con 

oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPAR gamma.  

Para precisar la presencia de anillos de actina, característica de los osteoclastos 

cuando están maduros, en células U937 tratadas previamente con oxidantes, 

antioxidantes, agonistas de PPAR gamma y fuerza centrífuga de 2.4 x 10-4, se 

evaluó mediante inmunofluorescencia. Para esto las células se fijaron con 

paraformaldehído, se colocó anticuerpo primario contra actina y anticuerpo 

secundario con DAPI y Falloidina, y luego se obervaron las láminas óseas en un 

microscopio de fluorescencia.  

Cuando se compara el resultado obtenido al aplicar la fuerza junto con los 

reactivos, respecto a cuando se aplicó la fuerza sin reactivos, se aumenta un 25% 

con DMNQ, 20% con peróxido de hidrógeno y con homocisteína 15%. Cuando se 

aplican los agonistas de PPAR gamma, (retinol) se disminuye 25%, y con DHA y 

rosiglitazona no hay cambios significativos. Ahora bien, con respecto a los 

antioxidantes, se disminuye un 18 y 23% con trolox y tempol. Por otro lado, con 

ácido ascórbico no se evidencian cambios y disminuyó un 35% con NAC.  

Cuando se compara el resultado obtenido cuando no se aplicó la fuerza sin 

reactivos, respecto a cuando no se aplicó la fuerza con reactivos encontramos que 

aumenta la formación de anillos de actina un 75%, 77% y 77% con los oxidantes 

DMNQ, homocisteína y peróxido de hidrógeno respectivamente. Con los agonistas 

de PPAR gamma, DHA aumentó un 67%, rosiglitazona un 69% y retinol se mantuvo 

igual.  Con respecto a los antioxidantes no se observan cambios significativos.  

Por otro lado, se encontró que en los grupos donde se evidenció la presencia de 

actina, ésta estaba distribuida en la mayoría de las células de forma homogénea y 

no polarizada, extendida por toda la célula.  
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Figura 3. Formación de anillos de actina de células U937 sometidas a fuerza 

centrífuga de 2.4 x 10-4 durante 3 días y tratadas con oxidantes, antioxidantes y 

agonistas de PPAR gamma. A) Microfotografías representativas de 

inmunofluorescencia con anticuerpo contra actina (color verde), falloidina y DAPI 

(color azul para núcleos). B) Imágenes agrandadas de control y DMNQ con fuerza 

C) Cuantificación del porcentaje de células con anillos de actina. Oxidantes 

(DMNQ, Homocisteína, H2O2), antioxidantes (trolox, tempol, ácido ascórbico, 

NAC) y agonistas de PPAR gamma (DHA, Retinol, Rosiglitazona). Los resultados 

se presentan como media ± SEM (*P<0,05). Los asteriscos indican diferencias 

significativas con respecto a los controles de no fuerza. α= * β= ** δ=*** Ɛ=**** 

significancias con respecto al grupo de fuerza del control. Recuadros en rojo, 

imágenes ampliadas.   

 

 

B 

C 
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Viabilidad celular y expresión de especies reactivas de oxígeno (ROS) de 

células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 2.4 x 10-4 durante 3 días de 

cultivo, tratadas previamente con oxidantes, antioxidantes y agonistas de 

PPAR gamma.  

Para determinar la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las 

láminas de hueso donde previamente se sembraron las células U937 sometidas a 

fuerza centrífuga durante 3 días y que fueron tratadas con agentes oxidantes, 

antioxidantes y agonistas de PPAR gamma, se aplicó dihidroetidio (DHE) junto con 

hoechst, se evaluaron en un microscopio de fluorescencia y se analizó la intensidad 

de fluorescencia corregida.  

Cuando se compara el resultado obtenido al aplicar la fuerza junto con los 

reactivos, respecto a cuando se aplicó la fuerza sin reactivos, encontramos que de 

los oxidantes el DMNQ aumenta un 18% y el peróxido 16%, la homocisteína se 

mantiene sin diferencias significativas. Con los agonistas de PPAR gamma, el DHA 

disminuye un 69%, rosiglitazona un 34% y retinol 67%. Los antioxidantes 

diminuyeron, trolox 62%, tempol 67%, ácido ascórbico 66% y NAC 72%, siendo 

mayor la diminución con este último.  

Cuando se compara el resultado obtenido cuando no se aplicó fuerza ni reactivos, 

respecto a cuando no se aplicó fuerza encontramos que los oxidantes DMNQ 

aumentó un 76%, homocisteína y peróxido de hidrógeno no demuestra cambios 

significativos. Con respecto a los agonistas de PPAR gamma y a los antioxidantes 

no hay cambios significativos, excepto con NAC en donde su expresión es casi 

nula.  

A las 24, 48 (dato no mostrado) y 72 horas de cultivo fig. 5c, se realizó viabilidad 

celular con azul de tripan y se evidenció que cuando se aplica la fuerza centrífuga 

hay una tendencia a disminuir la viabilidad celular de un 95 a 85%, sin embargo, 

no es un dato significativo. 
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Figura 4. Viabilidad celular y expresión de especies reactivas de oxígeno de células 

U937 sometidas a fuerza centrífuga de 2.4 x 10-4 a) Microfotografías 

representativas de inmunofluorescencia con Dihidroetidio (DHE). b) Porcentaje de 

viabilidad celular a las 72 horas, luego de tratar células U937 con fuerza centrífuga 

y oxidantes (DMNQ, Homocisteína, H2O2), antioxidantes (trolox, tempol, Ac. 

Ascórbico, NAC) y agonistas de PPAR gamma (retinol, DHA, Rosiglitazona). c) 

Intensidad de fluorescencia de DHE. Los resultados se presentan como media ± 
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SEM (*P<0,05). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto a los 

controles de no fuerza. α= * β= ** δ=*** Ɛ=**** significancias con respecto al grupo 

de fuerza del control. CTCF: Fluorescencia celular total corregida. 

 

 

 

 

 

 

 

Actividad TRAP y resortiva de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 

2.4 x 10-4 durante  3 días de cultivo, tratadas previamente con oxidantes, 

antioxidantes y agonistas de PPAR gamma. 

Luego del tercer día de cultivo, las células U937 anteriormente sometidas a fuerza 

centrífuga de 2.4 x 10-4 (30 r.p.m) y tratadas con los reactivos correspondientes, 

fueron teñidas con tinción para TRAP. Se encontró que para los oxidantes junto 

con fuerza comparados a la fuerza sola, hubo un aumento significativo alto en el 

número de células TRAP+ cuando se aplicó fuerza con valores de 22% con DMNQ, 

19% con peróxido de hidrógeno y no hubo cambios significativos con homocisteína. 

Por otro lado, los agonistas de PPAR gamma, disminuyeron significativamente con 

un 12%, 59% y 70% con DHA, rosiglitazona y retinol respectivamente. Los 

antioxidantes disminuyeron 71%, 70%, 68% y 72% con trolox, tempol, ácido 

ascórbico y NAC.   

Ahora bien, cuando se compara con las células a las que no se les aplicó la fuerza 

sin reactivos con las de no fuerza con reactivos, el DMNQ y el peróxido de 

hidrógeno  aumentaron significativamente con un 12% y 11% y la homocisteína no 

presenta cambios. Contrariamente, los agonistas de PPAR gamma DHA se 
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mantiene, rosiglitazona disminuye 34% y retinol 43%. Por otro lado, los 

antioxidantes mostraron una disminución significativa importante de 56, 55, 54 y 

57% correspondiendo a trolox, tempol, ácido ascórbico y NAC respectivamente. 

Posteriormente las láminas óseas se tiñeron con azul de Tollouidina para evaluar 

el porcentaje de lagunas de resorción y cuando se comparan los grupos a los que 

se les realizo fuerza junto con adición de reactivos respecto a el grupo de fuerza 

sin reactivos, se observó que los oxidantes aumentaron significativamente con 

porcentajes de 54% DMNQ, 46% homocisteína y 48% peróxido de hidrógeno, con 

respecto a los agonistas de PPAR gamma, DHA se mantuvo; por otro lado, 

rosiglitazona y retinol mostraron un menor porcentaje de lagunas de resorción 

disminuyendo 21% y 24% respectivamente. Por otro lado, los antioxidantes trolox, 

tempol, ácido ascórbico y NAC disminuyeron 23%, 24%, 22% y 26%  

respectivamente.  

Cuando se compara con las células a las que no se les aplicó la fuerza sin reactivos, 

respecto al grupo de no fuerza sin reactivos observamos que los tres oxidantes 

mostraron un aumento significativo, DMNQ 84%, homocisteína 81% y peróxido de 

hidrógeno 79%. Los agonistas de PPAR gamma, DHA aumentó 65%, rosiglitazona 

y retinol se mantuvieron.   Por otro lado el uso de los antioxidantes no mostro 

diferencias significativas a pesar de que hubiera una tendencia a disminuir el 

porcentaje de resorción.   
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Figura 5. Actividad TRAP y resortiva de células U937 sometidas a fuerza centrífuga 

de 2.4 x 10-4 (30 r.p.m.) a) Microfotografías representativas de tinción TRAP c) Azul 

de toluidina, resorción. b) Cuantificación de células TRAP+, luego de tratar células 
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U937 con fuerza centrífuga y oxidantes (DMNQ, homocisteína, H2O2), 

antioxidantes (Retinol, trolox, tempol, Ac. Ascórbico, NAC) y agonistas de PPAR 

gamma (DHA, Rosiglitazona). d) Cuantificación del porcentaje de resorción. Los 

resultados se presentan como media ± SEM (*P<0,05). Los asteriscos indican 

diferencias significativas con respecto a los controles de no fuerza. α= * β= ** δ=*** 

Ɛ=**** significancias con respecto al grupo de fuerza del control. CTCF: 

Fluorescencia celular total corregida. 

Evaluación mediante inmunofluorescencia de la expresión de marcadores 

osteoclasticos en células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 2.4 x 10-4 (30 

r.p.m) durante  3 días de cultivo junto con la aplicación del oxidante (DMNQ) 

y antioxidante (NAC).  

Para analizar los marcadores osteoclásticos, las células U937 se sembraron sobre 

láminas de hueso cortical bovino y se mantuvo en cultivo durante 3 días con o sin 

fuerza centrífuga. Una vez transcurrido este tiempo, se realizó inmufluorescencia 

indirecta utilizando anticuerpos primarios policlonales específicos de fusión (OC-

STAM, DC-DTAMP, Sinc-1, ADAM-12, CD-47) y de actividad osteoclástica (CTSK, 

MMP9, V-ATPasa) y de diferenciación osteoclástica (PPARg, NF-κB, NFATc1).  

Se observó que casi todos los controles de no fuerza, fueron negativos para 

fluorescencia (OC-STAMP, DC-STAMP, Sinc-1, CD-47, ADAM-12 y PPAR-

gamma). Sin embargo, las láminas de los marcadores CTSK, MMP-9 y vATPasa, 

correspondientes a actividad resortiva, mostraron fluorescencia del 6, 5 y 7% 

respectivamente. Además, NF-κB y NFATc1 mostraron una alta intensidad de 

fluorescencia, 25% y 20% respectivamente.  

Ahora bien, los grupos experimentales tratados con fuerza centrífuga 

correspondientes a NF-κB, NFATc1, PPAR-gamma, vATPasa, CTSK y MMP-9 y 

CD-47 mostraron un aumento significativo alto, comparado con los controles (no 

fuerza), ver porcentajes en tabla 5. Sin embargo, los marcadores de fusión 

osteoclástica (DC-STAMP, OC-STAMP, Sincitina-1 y ADAM-12) no mostraron una 

intensidad de fluorescencia importante, excepto CD-47. Adicionalmente, se 

observó grupos celulares pequeños definidos, del tamaño de una célula y positivos 
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para los marcadores correspondientes a diferenciación NF-κB, NFATc1, PPAR-

gamma y actividad CTSK, MMP-9 y vATPasa. 

 

 

 

Marcador 

 

No Fuerza 

 

Fuerza 

OC-STAMP Negativo 4% 

DC-STAMP Negativo 4% 

Sinc-1 Negativo 3% 

CD-47 Negativo 32% 

ADAM-12 Negativo 4% 

CTSK 6% 42% 

MMP9 7% 50% 

V-ATPasa 5% 25% 

NFkb 25% 60% 

NFATc1 20% 40% 

PPAR gamma Negativo 34% 

 

Tabla 5. Porcentaje de intensidad de fluorescencia de marcadores osteoclásticos, 

de fusión  (OC-STAMP, DC-STAMP, Sinc-1, CD-47 y ADAM-12) de actividad 

resortiva (CTSK, MMP9, V-ATPSasa), y de diferenciación (NF-κB, NFATc1, PPAR 

gamma) de células U937 tratadas con fuerza centrífuga de 2.4 x 10-4 (30 r.p.m),  

durante 3 días de cultivo.   

La evaluación de la expresión de los marcadores osteoclasticos cuando se aplica 

fuerza junto con la adición del oxidante DMNQ, que el fue el que aumentó la 

actividad TRAP y resortiva en mayor porcentaje, cuando se compara con el grupo 

de fuerza sin reactivos, se encontró que aumenta de manera significativa la 



66  

 
expresión de los marcadores de NF-κB 82%, NFATc1 73%, PPAR-gamma 64%, 

CD-47- 37%, vATPasa 53%, CTSK 56% y MMP-9-54%.  

Posteriormente se observó la expresión de marcadores cuando se aplicó la fuerza 

junto con el antioxidante que más disminuyó la actividad TRAP y resortiva, NAC; y 

se encontró que hubo una disminución significativa cuando se compara con el 

grupo de fuerza sin reactivos, la expresión de marcadores correspondientes a 

diferenciación mostraron una reducción, NF- κB del 91%, NFATc1 86% y PPAR-

gamma 68%. Con respecto a los marcadores de actividad resortiva se observó que 

disminuyeron, vATPasa 72%, MMP9 88% y CTSK 83%. Además, no hay 

diferencias significativas en la expresión de marcadores de fusión celular (OC-

STAMP, DC-STAMP, Sinc-1, CD-47 y ADAM-12). En la gráfica  se observa la 

expresión casi nula de los marcadores con NAC, por lo que los valores son muy 

bajos comparados con los demás de fuerza sola y fuerza + DMNQ.  

Marcadores osteoclasticos de células U937 sometidas a fuerza centrífuga 

por 3 días 

 

A 
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Marcadores osteoclasticos de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 

30 r.p.m durante 3 días y tratadas con DMNQ. 

 

B 
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Figura 6. Intensidad de fluorescencia de marcadores osteoclásticos de células 

U937 sometidas a fuerza centrífuga junto con la adición del oxidante (DMNQ) y 

antioxidante (NAC). a) Microfotografías representativas de inmunofluorescencia de 

anticuerpos policlonales (marcadores osteoclásticos), de células U937 tratadas o 

no con fuerza centrífuga durante 3 días. Tinción con 0.1 μg/ml DAPI y anticuerpos 

como se describió en materiales y métodos, evaluados al Microscopio de 

fluorescencia, observadas con objetivo de 40x. B) Microfotografías representativas 

de marcadores osteoclásticos cuando se adiciona DMNQ C) Cuantificación de la 

intensidad de fluorescencia de marcadores osteoclásticos solo con fuerza, con 

DMNQ y NAC.  Los resultados se presentan como media ± SEM (*P<0,05). Los 

asteriscos indican diferencias significativas. α= * β= ** δ=*** Ɛ=**** indican las 

significancias de Fuerza+NAC con respecto al grupo de control de fuerza sin 

tratamiento.  CTCF: Fluorescencia celular total corregida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70  

 
 

DISCUSIÓN 

 

La actividad osteoclástica se puede modificar de acuerdo a cambios en los 

estímulos ambientales, como el estímulo mecánico, que da como resultado un 

aumento en la activación de cascadas de señalización implicadas en la 

proliferación, diferenciación y actividad del osteoclasto. Entre otras cosas se ha 

evidenciado que un ambiente oxidante promueve la diferenciación y actividad del 

osteoclasto y que la presencia de agonistas de PPAR gamma influye ya sea 

aumentando o disminuyendo en la osteoclastogénesis90-91.  Sin embargo, no se ha 

determinado si el estrés celular origina una actividad oxidativa celular que induzca 

actividad resortiva similar a la del osteoclasto o si dicha actividad es independiente 

del estrés oxidativo. Por esto, el objetivo de este estudio fue analizar los cambios 

característicos de actividad osteoclástica de células U937 sometidas a fuerza 

centrífuga y tratadas con agentes oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPARγ. 

Buscamos comprender si la actividad similar a la realizada por el osteoclasto está 

relacionada con eventos bioquímicos generados por el estrés de la fuerza 

centrífuga y si dicho estrés induce en la célula un estado oxidativo. Es decir, si 

obligatoriamente la célula genera actividad oxidativa, independientemente de la 

causa, como requisito para la actividad resortiva y si dicha actividad se altera al 

tratar las células sometidas a la fuerza centrífuga, con agentes oxidantes, 

antioxidantes o agonistas de PPARγ. Este modelo ha sido usado en el laboratorio 

de virus de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y abre 

el campo para estudiar e investigar este mismo efecto sobre el osteoblasto y sobre 

otros tipos de células, relacionadas con el metabolismo óseo. 

En nuestro trabajo, se observó que las células sometidas a diferentes 

aceleraciones, dependiendo del radio al cual se encontraban ubicadas, 

presentaban diferente respuesta.  Las que se encontraban unas más lejos del 

centro del rotor (RCF= 1,12 x R x (RPM/1000)2 (ver anexos), presentaban mayor 

respuesta similar a osteoclasto. Esto ocurre porque se indujo una fuerza mayor a 
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las células sembradas más lejos del centro del rotor, a medida que se aleja el objeto 

del punto central donde se aplica la fuerza, mayor es la fuerza aplicada. Por 

ejemplo, hay un aumento en la actividad TRAP y resortiva de las células a medida 

que se aplica una mayor fuerza (presión) en un mayor tiempo, figura 1. Esto sugiere 

que las células U937 responden a la fuerza centrífuga de forma heterogénea ya 

que varía dependiendo de la magnitud y aceleración de la fuerza ejercida.  

Se conoce que la actividad resortiva es llevada a cabo por los osteoclastos 

diferenciados y que durante el proceso de diferenciación la célula requiere una 

actividad bioquímica oxidativa y la represión de proteínas y genes implicados en 

actividad reductora. Buscamos si en nuestro modelo ocurria lo mismo y se observó 

que la fuerza aumentó la expresión de especies reactivas de oxígeno (Fig 3), 

sugiriendo que la fuerza centrifuga, induce estrés bioquímico incluyendo un estado 

oxidativo. Podemos especular que la fuerza puede generar estrés oxidativo y, como 

en el osteoclasto, probablemente actúa por medio de la activación y traslocación al 

núcleo de NF-κB, como lo han sugerido138. En nuestro trabajo, al aplicar la fuerza 

centrífuga se aumentó la expresión de NF-κB respecto al control y el aumento se 

acentuó al aplicar la fuerza mas el reactivo prooxidante DMNQ. En cambio, al tratar 

células U937 con fuerza y antioxidantes como N-acetil cisteína, se encontró una 

expresión casi nula de NF-κB y NFATc1 cuando se compara con el control de 

fuerza solo. De igual forma, el aplicar la fuerza sola o junto con la adición de 

oxidantes como DMNQ y peróxido se aumentó la expresión de ROS, y cuando se 

adicionaron antioxidantes hubo una diminución importante (Fig 6). Estos resultados 

sugieren que en células mononucleares, sometidas a estrés, se generan cambios 

bioquímicos similares a lo que ocurre en el osteoclasto, como la actividad oxidativa. 

En el osteoclasto maduro la formación de anillos de actina la emplea para formar 

el cinturón de podosoma en la zona de sellado, conformada por el borde en cepillo. 

Esto permite la adherencia al hueso y empezar la degradación de matriz ósea tanto 

orgánica como inorgánica. En este trabajo, evaluamos la expresión del porcentaje 

de anillos de actina de las células sometidas a fuerza centrífuga con la aplicación 

previa de oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPAR gamma (Fig 2). Se observó 
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que la fuerza incrementó el porcentaje de anillos de actina y esto se potenció al 

aplicar los oxidantes. Al contrario, cuando se adicionaron antioxidantes hubo una 

disminución en la presencia de anillos de actina comparado con el grupo de fuerza 

del control. Estos resultados apoyan lo señalado anteriormente: las células 

mononucleares, sometidas a estrés, generan cambios bioquímicos similares a lo 

que ocurre en el osteoclasto, como la actividad oxidativa y la formación de anillos 

de actina. 

Por otro lado, es importante resaltar que no hubo expresión de marcadores de 

fusión celular cuando se aplicó la fuerza, excepto para CD-47, el cual se ha 

reportado que está presente en células mononucleares y actúa en etapas 

tempranas de fusión, y no se encuentra en gran cantidad en células fusionadas o 

multinucleadas54. Esto sugiere que la fuerza o estímulo mecánico no está implicado 

en inducir procesos de fusión celular. 

En diversos estudios se ha visto que el agonista de PPAR gamma, DHA, tiene un 

papel antirresortivo en el osteoclasto al inhibir o disminuir la expresión de factores 

osteoclastogénicos como NF- κB, uniéndose a la subunidad p65 del mismo 

impidiendo su activación90-140 o también puede realizar la función contraria 

induciendo un aumento en la expresión de proteínas implicadas en la 

osteoclastogénesis como lo es c-Fos91.  

En nuestra investigación observamos que al usar DHA a una concentración de 40 

µM junto con fuerza centrífuga en células U937 hay una disminución en la 

producción de ROS. DHA es un ácido graso poliinsaturado, con potencial 

bioquímico para generar ROS.  Sin embargo, al unirse a PPAR gamma puede 

inhibir la traslocación al núcleo de la subunidad p65 de NF- κB, y disminuir la 

generación de ROS. Se conoce que NF- κB es inductor de ROS90.  En un estudio 

del año 2017143 se observó que en células pancreáticas el DHA tuvo un efecto 

antioxidante al disminuir la producción de ROS, a una concentración de 20 a 50 

µM, que se relacionó con la inhibición de la vía JAK2/STAT3, esta acción 

antioxidante se atribuyó a una sobreregulación de la expresión de enzimas 

antioxidantes como catalasa, glutatión peroxidasa y SOD2143.  La acción como 
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antioxidante del DHA no se ha estudiado en osteoclastos, ni en nuestro modelo. 

Sin embargo, en nuestro trabajo el DHA aumentó la actividad resortiva en células 

sin aplicar fuerza centrifuga respecto a las mismas células sin DHA y la actividad 

resortiva aumento un poco más cuando se aplicó DHA junto con la fuerza 

centrífuga. Este resultado es contradictorio a la luz del conocimiento actual y no lo 

podemos explicar de manera coherente, puesto que hay suficientes evidencias que 

señalan la relación directa entre aumento de ROS y actividad resortiva. 

Especulando, podemos decir que la unión del DHA a PPAR gamma puede inhibir 

la traslocación al núcleo de la subunidad p65 de NF- κB, y disminuir la generación 

de ROS, pero en células adheridas a hueso el DHA unido a PPAR gamma es 

inductor de actividad resortiva. En condiciones de estrés dicha unión no impide la 

unión a la subunidad p65 de NF- κB, pero adicionalmente potencia la acción 

proresortiva que tiene PPAR gamma. Aun no se conoce bien el papel de PPAR 

gamma en la actividad osteoclastogénica. Se ha reportado que al hacer deleción 

de PPAR gamma en ratones, se genera un patrón osteopetrotico debido a una 

inhibición en la osteoclastogénesis por medio de c-Fos un factor que se encuentra 

por una vía independiente a la de NF-kβ, cuya activación induce la inducción y 

traslocación al núcleo de NFATc1 para inducir la osteoclastogénesis144. Otro 

estudio, realizado en precursores monocito/macrófago derivados de la médula 

ósea, tratados con DHA a concentraciones de 1, 5 y 10 µM, encontraron un 

aumento en el número de osteoclastos TRAP + de manera dependiente de la 

concentración. Este aumento de osteoclastos TRAP+ coincidió con un aumento 

significativo de mRNA y proteína c-Fos y al aumento en la proteína NFATc1145. En 

células humanas de cáncer gástrico, adicionando 150 µmol/L de DHA, encontraron 

mediante western blot que se inducia la activación de ERK, JNK y AP.1 factores 

implicados en la activación e inducción de c-Fos146. De acuerdo con esto, podemos 

especular que PPAR gamma de manera independiente de ROS y NF-kβ, podría 

inducir la actividad resortiva.  

Se conoce que all-trans ácido retinoico, el reactivo utilizado en este trabajo, entra 

al núcleo por medio de la proteína de unión de ácido retinoico CRABP, e interactúa 



74  

 
con el receptor del ácido retinoico (RAR) y con el receptor retinoico X (RXR) los 

cuales regulan la expresión genética por medio de la formación de un heterodímero 

con los factores de transcripción LXR, PPAR gamma, entre otros140. Estudios 

previos demuestran que los retinoides tienen efectos inhibitorios en la 

osteoclastogénesis141-142. En este trabajo encontramos que al aplicar all-trans ácido 

retinoico, junto con la fuerza centrífuga, disminuyen la formación de anillos de 

actina, la producción de ROS y la actividad TRAP y resortiva. Este hallazgo es 

parcialmente contradictorio con el anterior resultado en el cual DHA, el lignado de 

PPAR gamma, disminuye ROS, pero aumenta la resorción. Igualmente, estos 

resultados aparentemente contradictorios no lo podemos explicar de manera 

coherente a la luz del conocimiento actual. Especulando, podemos decir que al 

entrar al nucleo all-trans ácido retinoico, reprime de manera directa o indirecta 

genes relacionados con la actividad resortiva, probablemente de manera 

independiente a PPAR gamma. Si esto es cierto, implicaría que, tanto en el 

osteoclasto como en células mononucleares adheridas a hueso o sometidas a 

estrés oxidativo, PPAR gamma tiene actividades independientes, es decir, la 

actividad en citoplasma no siempre implica actividad nuclear. De tal forma que 

puede inhibir NF-kβ, induciendo dismuinución de ROS, pero no entrando al núcleo 

y en su lugar podría inducir la actividad resortiva. Esta especulación, requiere 

realizar experimentos que permitan afirmar o descartarla. Es probable que PPAR 

gamma y all-trans ácido retinoico, realicen funciones diferentes en el osteoclasto o 

en células con actividad similar al osteoclasto, a las realizadas en otras células 

como los preadipositos, adipositos, hepatocitos, etc., en donde PPAR gamma tiene 

una acción dual: en el citosol inhibiendo a  la traslocación al núcleo de la subunidad 

p65 de NF- κB y en el núcleo interactúando con el receptor del ácido retinoico (RAR) 

y con el receptor retinoico X (RXR) los cuales regulan la expresión genética por 

medio de la formación de un heterodímero que se une al DNA140. 

En la literatura también se evidencia esta aparente contradicción, por ejemplo, en 

un estudio adicionando un agonista de PPAR gamma (KR6277) junto con 

rosiglitazona a células mononucleares de médula ósea, disminuyó la diferenciación 

osteoclástica y la actividad, inhibiendo la vía de las MPKs y NF-κB147.  En otro 
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estudio, utilizando el agonista sintético de PPAR-gamma (MSDC-0602) junto con 

rosiglitazona, encontraron un efecto pro-osteoclastogénico148. Al parecer, el efecto 

de los agonistas de PPAR-gamma varía dependiendo de la afinidad de los mismos 

hacia este receptor, lo que indica que PPAR-gamma en los osteoclastos puede 

tener un efecto farmacológico dependiendo de su ligando.  
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CONCLUSION. 
 

Someter células U937 a fuerza centrífuga de diferentes magnitudes y diferente 

tiempo de exposición, induce la generación de ROS y de anillos de actina, aumenta 

la actividad TRAP+ y resortiva. Es decir, someter células U937 individualizadas a 

estrés celular por fuerza centrífuga se induce actividad oxidativa, permitiendo 

inducir en estas células una actividad similar a la observada en osteoclastos, que 

son células multinucleadas. Dicha característica se acentúa al aplicar reactivos 

oxidantes y disminuye con antioxidantes, sugiriendo que el estado oxido-reductor 

de la célula es determinante en la actividad osteoclastogénica.   

 

APORTES AL CONOCIMIENTO 

  I.            Hace aportes originales, relacionados con el tema, estableciendo que 

células U937 individualizadas (no fusionadas) sometidas a fuerza centrífuga, 

inducen la generación de ROS y al aplicar reactivos inductores de oxidación 

aumenta la actividad ostoclasteogénica y al aplicar antioxidantes se interfiere con 

estos eventos.  

 

     II.            Modifica la técnica para tener mejor eficiencia en lo hallado en un 

trabajo anterior de nuestro laboratorio, estableciendo que células U937 

individualizadas (no fusionadas) sometidas a fuerza centrífuga, inducen la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la formación de anillos de 

actina, aumenta el número de células TRAP positivas y la actividad resortiva, sin 

necesidad de las citoquinas típicas RANKL y M-CSF. La confirmación de este 

resultado es muy importante porque indica que la resorción ósea la puede realizar 
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células no fusionadas. Antes, se pensaba que la actividad osteoclastogénica 

ocurría solamente después de la fusión espontanea de varias células durante la 

diferenciación y maduración del osteoclasto o con la fusión química mediante PEG. 

 

  III.            Los tratamientos reductores podrían ser una alternativa para la prevención 

y/o control en distintas patologías que implican estrés celular, incluidos los casos 

en los que se aplican fuerzas o se generan estrés oxidativo por infecciones, por 

alteraciones bioquímicas o de cualquier otra índole.



 

ANEXOS 

Fuerza centrífuga relativa: RCF= 1,12 x R X (RPM/1000)2 

  
Fuerza centrífuga relativa 

 

 
 

Fuerza radio 2 

 
Baja= 2,0x10-5 

Media= 2,0x10-3 

Alta = 0,0143 

 

 
 

Fuerza radio 8 

 
Baja= 8,0x10-5 

Media= 8,0x10-3 

Alta= 0,0573 
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Fuerza centrífuga relativa 

 

 
 

Fuerza Antioxidantes 

 
Baja= 2,0x10-5 

Media= 2,0x10-3 

Alta = 0,0143 

 

 
 

Fuerza Agonistas de PPAR gamma 
 
 

 
Baja= 4,0x10-5 

Media= 4,0x10-5 

Alta= 0,0286 

 
 

Fuerza Oxidantes 

 
Baja= 8,0x10-5 

Media= 8,0x10-3 

Alta= 0,0573 
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Fotografías correspondientes a actividad TRAP+ en células colocadas en el centro y periferia del rotor. 
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Fotografías correspondientes a lagunas de resorción  en células colocadas en el centro y periferia del rotor. 
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Actividad TRAP de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de diferentes frecuencias 3, 30 y 80 r.p.m. 

 

 

 

 

 

 

 

 



86  

 

Actividad resortiva de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de diferentes frecuencias 3, 30 y 80 r.p.m.  
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Expresión de ROS de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 30 r.p.m durante 3 días con adición previa de 

oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPAR gamma.  
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Formación de anillos de actina de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 30 r.p.m durante 3 días con adición 

previa de oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPAR gamma. 
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Actividad TRAP de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 30 r.p.m durante 3 días con adición previa de 

oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPAR gamma. 
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Actividad resortiva de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 30 r.p.m durante 3 días con adición previa de 

oxidantes, antioxidantes y agonistas de PPAR gamma. 
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Expresión de marcadores de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 30 r.p.m durante 3 días. 
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Expresión de marcadores de células U937 sometidas a fuerza centrífuga de 30 r.p.m durante 3 días, con adición 

del oxidante DMNQ. 
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