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RESUMEN

INTRODUCCION. El hueso es tejido vivo complejo y dinamico que experimenta un
proceso continuo llamado remodelacion oOsea, este es llevado a cabo mediante un equilibrio
y coordinacién de osteoclastos y osteoblastos. La remodelacion implica una red compleja de
sefiales entre célula — célula que involucra hormonas sistémicas, citocinas, factores de
crecimiento y el entorno la carga mecénica. OBJETIVO. Evaluar los efectos de la micro-
vibracion en osteoblastos cultivados in vitro sobre la sintesis de IL-10. MATERIAL Y
METODO Los osteoblastos se derivaron del craneo de raton recién nacido de la cepa Balb/C
, se colocaron en una caja Petri con medio de cultivo y se sembraron a 1 x 10 en placas de
24 pozos de 1.5cm, el medio de cultivo se le adiciond un 10% de suero fetal bovino (Gibco,
USA), 1% de antibidticos (estreptomicina y anfotericina) y aminoacidos esenciales,
posteriormente se colocaron en una incubadora de tejidos (New-Air, USA), al 95% de aire a
una temperatura de 37°C, con una atmosfera de 5% de COo, las células osteoblasticas fueron
sometidas a micro- vibracion por 20 minutos de 0 a 72 hrs., con el aparato AcceleDent®
(OrthoAccel, USA). El sobrenadante fue recolectado y almacenado en un ultracongelador
(Scientific, USA) a -70°C para su posterior ensayo por medio de ELISA para determinar la
expresion de IL-10. RESULTADOS. Los efectos de la micro - vibracion mostr6 una baja-
regulacion estadisticamente significativa en la sintesis de IL- 10 comparado con el grupo
control. CONCLUSION. Este estudio demostré que la estimulacion con micro-vibracion en
cultivos de osteoblastos in vitro, mostraron una baja-regulacién en la sintesis de la IL-10, lo

que demuestra que permite la actividad osteoclastica.

Palabra clave: Micro-vibracion, Osteoblastos, Citocina, IL-10.



ABSTRACT

INTRODUCTION Bone is a complex and dynamic living tissue that undergoes a
continuous process called bone remodeling, which is carried out through a balance and
coordination of osteoclasts and osteoblasts. Remodeling involves a complex network of cell-
cell signaling involving systemic hormones, cytokines, growth factors and the environment
and mechanical loading. AIM: To assess the effects of micro-vibration in cultured
osteoblasts in vitro on IL-10 synthesis. MATERIAL AND METHOD Osteoblasts were
derived from newborn mice calvaria of Balb/C strain, placed in a Petri dish with culture
medium and seeded at 1 x 10° in 24-well plates of 1. 5cm, the culture medium was added
with 10% fetal bovine serum (Gibco, USA), 1% antibiotics (streptomycin and amphotericin)
and essential amino acids, then placed in a tissue incubator (New-Air, USA), 95% air at a
temperature of 37°C, with an atmosphere of 5% CO,, the osteoblastic cells were subjected to
micro-vibration for 20 minutes from 0 to 72 hrs, with the AcceleDent® apparatus
(OrthoAccel, USA). The supernatant was collected and stored in an ultra-freezer (Scientific,
USA) at -70°C for subsequent ELISA assay to evaluate the IL-10 expression. RESULTS.
The effects of micro-vibration showed a statistically significant down-regulation of IL-10
synthesis compared to the control group. CONCLUSION This study demonstrated that
micro-vibration stimulation of osteoblast cultures in vitro showed down-regulation of I1L-10

synthesis, demonstrating that it enables osteoclastic activity.

Keyword: Micro-vibration, Osteoblasts, Cytokine, 1L-10.



1. Introduccion

El hueso es el resultado del trabajo conjunto de diferentes tejidos: tejido dseo, cartilago, tejido
conectivo denso, epitelio, tejido adiposo y tejido nervioso. Por tal razén, se considera cada
hueso como un 6rgano. El tejido dseo constituye aproximadamente el 18% del peso corporal,
y desempefia seis funciones basicas: sostén, proteccion, asistencia en el movimiento,
homeostasis mineral, produccion de células sanguineas y almacenamiento de triglicéridos.
(Tortora, 2013)

El hueso o tejido 6seo contiene una abundante matriz celular (matriz osteoide) que rodea a
células muy separadas unas de otras. La matriz osteoide esta constituida por un 25% de agua,
un 25% de fibras colagenas y un 50% de sales minerales cristalizadas (Tortora, 2013). Asi
mismo esta compuesta por proteoglicanos, la osteocalcina, la osteonectina, la osteopontina,
las sialoproteinas, la fibronectina, la trombospondina y factores de crecimiento (Rizzoli,
2010). El tejido d6seo presenta cuatro tipos celulares: células osteogénicas, osteoblastos,

osteocitos y osteoclastos (Tortora, 2013).

Es de vital importancia que tanto su composicién, como su resistencia mecénica se
mantengan a lo largo de la vida (Raggatt, 2010). En este sentido, el tejido 0seo es tejido vivo
complejo y dinamico que experimenta un proceso continuo llamado remodelacion Gsea
(construccion de tejido 6seo y destruccion simultanea del viejo), llevada a cabo mediante la
accion balanceada y coordinada por osteoblastos y osteoclastos (Tortora, 2013).

Los osteoblastos (OB), son células formadoras de hueso que sintetizan y secretan fibras
coladgenas y otros componentes organicos necesarios para construir la matriz osteoide y
ademas inician la calcificacion. Los osteoclastos (OC) son células grandes derivadas de la
fusién de muchos monocitos y se agrupan en el endostio, son parte del desarrollo normal de

crecimiento, mantenimiento y reparacion del hueso (Tortora, 2013).

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas, que constituyen una compleja red
de interacciones que conecta distintos tipos celulares y en la cual cada una de las citocinas
actda al inducir o suprimir su propia sintesis. Una de las principales citocinas es la 1L-10
producida por los linfocitos T de tipo Th2 y con capacidad de inhibir la sintesis de IFN y de
IL-2 por parte de los linfocitos T. Es la principal citocina antiinflamatoria, actuacion que
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ejerce a traves de la inhibicion de la sintesis de IL-1, IL-6 y TNF por parte de los macréfagos
(Filella, 2002).
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2. Marco teérico

2.1 Fisiologia 6sea

El tejido dseo constituye uno de los sistemas mayores del organismo, constituido por una
matriz mineralizada y una fraccion celular muy activa capaz de regenerarse. (Lafita; 2003;
Fernandez et al., 2006)

Es un tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado e inervado, que esta estructurado en

laminillas de matriz osteoide calcificada. (Fernandez et al., 2006)

Entre sus funciones destacan: servir de sustento y proteccién a las partes blandas, ser anclaje
muscular y base de los movimientos, asi como constituir un gran reservorio de iones como
el calcio, que se liberaran de forma controlada, acorde a las necesidades de cada momento, y
por ultimo, no por ello menos importante, servir de almacenaje activo de la médula dsea,
interaccionando con las células precursoras de la hematopoyesis. (Lafita; 2003; Fernandez et
al., 2006).

Desde un punto de vista estructural, el tejido conjuntivo mineralizado adopta dos variedades

morfologicas:

a) Cortical, o compacto,

b) Trabecular, o esponjoso.

El hueso compacto (presente en las diéfisis de los huesos largos, ldminas externa e interna de
los planos y periferia de los cortos), visto al microscopio, posee una estructura con conductos
o0 canales que discurren en paralelo a lo largo del mismo. Esos conductos, ya descritos en
1691 por Compton Havers, tienen un didametro de 10 a 350 um. En el interior de los mas finos
discurren un capilar y una vénula, y en los de mayor diametro se hallan varios vasos
sanguineos, linfaticos y fibras nerviosas. Concéntricamente a cada conducto se disponen las
laminillas dseas en una disposicion caracteristica denominada osteona. Los conductos de
Havers se comunican entre si y con la superficie de la cavidad medular merced a un sistema

de conductos transversales (de VVolkmann).
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En cuanto al hueso trabecular (localizado en la parte central de los huesos cortos, epifisis y
metafisis de los largos, y diploe de los planos), carece de conductos de Havers, posee
cavidades irregulares ocupadas por médula 6sea, y sus laminillas se disponen alrededor de

esas cavidades. (Tresguerres et al., 2005)

El hueso esta recubierto en sus caras externa e interna por periostio y endostio. El periostio
contiene en su capa superficial fibras de colageno y fibroblastos, mientras que en su capa
profunda se hallan, ademas, células precursoras de osteoblastos; Este es responsable del
didmetro y tamafio del hueso, asi como también del ancho de la cortical. Por lo tanto, el

periostio esta relacionado con la resistencia del hueso. (Mastaglia; 2016)

El endostio, a su vez, estd formado por células precursoras de osteoblastos y osteoclastos,
dispuestas en forma de capa que recubre el conducto medular, los conductos de Havers y de
Volkmann, asi como las cavidades del hueso trabecular. El periostio y el endostio son
esenciales en la nutricién, el crecimiento y la reparacion del hueso. Tanto el hueso cortical
como el trabecular se componen de células 6seas, matriz organica (o sustancia osteoide) y

sustancia mineral. (Tresguerres et al., 2005)

2.2 Histologia del tejido 6seo

2.2.1 Células osteogeénicas

En el hueso coexisten varios tipos de células. Las células 6seas se hallan dentro del propio
tejido Gseo o en el estroma conjuntivo de la médula 6sea, rico en células mesenquimales
pluripotenciales indiferenciadas (0 mesenchymal stem cells). Desde los trabajos de
Friedenstein en 1976 se conoce que estas stem cells pueden dar origen a cinco estirpes
celulares distintas: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos, en
respuesta a diferentes sefiales moleculares que inician la cascada de activacion de diferentes

genes. (Fernandez et al., 2006)
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2.2.2 Osteoblastos

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con citoplasma
baséfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endopldsmico rugoso de tamarfio importante.
Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula 6sea, endostio,

periostio y pericitos perivasculares (Fernandez et al., 2006).

Son células encargadas de formar hueso, tienen la capacidad de sintetizar y secretar matriz
Osea organica que esta constituida por colageno, proteoglicanos y moléculas pequefias como
osteocalcina, osteonectina y osteopenia.

Los osteoblastos presentan dos fases, debido a esto, morfolégicamente su estructura
anatomica cambia:

Fase Activa: EIl osteoblasto tiene forma cubica, con citoplasma intensamente basofilo y
sustancias osteoides.

Fase de Reposo: Su forma es aplanada, con citoplasma levemente basofilo.

Se localiza sobre la superficie dsea y participan en el proceso de mineralizacion de la matriz
organica produciendo vesiculas de matriz que acumulan iones, calcio y fosfato y son ricas en
fosfatasa alcalina y pirofosfatasa, enzimas que inducen la creacion de centros de nucleacién
para el depdsito de las sales minerales.

Su vida activa se encuentra entre una y diez semanas; al final de este periodo toman dos
destinos posibles: ser rodeadas por la matriz 6sea que producen en convertirse en osteocitos
(15%), o permanecer en la superficie del tejido 6seo recién formado, aplanandose y
constituyendo las células de revestimiento dseo (Gutierrez et al., 2008).

Actualmente, se sabe que:

1. Sintetizan las proteinas colagenas y no colagenas de la matriz organica del hueso.

2. Dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular.

3. Contribuyen a la mineralizacion de las sustancias osteoides, gracias a la fosfatasa alcalina.
4. Median en la reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de
citoguinas especificas.

5. Sintetizan factores de crecimiento.

14



Los osteoblastos y osteocitos se comunican entre si por proteinas transmembrana o
integrinas, que actuan de enlace entre células o entre una célula y la matriz extracelular,
permitiendo el paso de mensajeros como calcio, citoquinas o prostaglandinas. En estas

células la conexidn intercelular es la Conexina 43. (Fernandez et al., 2006)

2.2.3 Osteoclastos

Los osteoclastos derivan embrioldgicamente de células progenitoras hematopoyéticas
denominadas ‘“unidades formadoras de colonias de granulocitos/macrofagos”, que son,
ademas, y como su nombre indica, precursoras de granulocitos, monocitos y macréfagos

(Tresguerres et al., 2005).

Los osteoclastos, son las unicas células capaces de extraer la matriz calcificada del hueso,
son los protagonistas de la delicada tarea de disolver los cristales de fosfato calcico y digerir
el colageno, a través de estructuras altamente especializadas. Su papel patogénico en la

induccion de la excesiva resorcion Osea.
2.2.3.1 Caracteristicas generales del osteoclasto

Los Osteoclastos se localizan en la superficie interna de los tineles de Havers del hueso
cortical, en las trabéculas de diametro superior a 200 micras y en la pared externa de los
huesos, bajo el periostio. Aungue se pueden encontrar precursores potenciales en la sangre
periférica, bazo y médula Gsea, las células maduras son muy raras fuera de las superficies
Oseas, excepto en situaciones patoldgicas, como en el caso de los tumores de células gigantes.
(Arboleya et al., 2014)

Los Osteoclastos son una poblacion escasa en el esqueleto ya que solamente comprenden el
1-2% de las células déseas. (Arboleya et al., 2013) Tienen una vida media de 2 semanas y, en

condiciones normales, después de este periodo sufren apoptosis. (Arboleya et al., 2014)

Su morfologia es caracteristica cuando se activan y se reconocen facilmente en las muestras
sin decalcificar, como estructuras multinucleadas fuertemente polarizadas, con una region
basal de intercambio de sefiales externas y una zona unida al tejido 6seo calcificado, que

posee una estructura especifica denominada ribete en Cepillo. (Arboleya et al., 2013)
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Los Osteoclastos se desplazan, mediante podosomas, sobre las superficies calcificadas,
donde una sola célula puede labrar, de forma consecutiva, varias lagunas de Howship. Poseen
una serie de caracteristicas inmunohistoquimicas que facilitan su identificacion, entre ellas
la expresion de fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP). (Osteoclastos: mucho mas que

una célula remodeladora del hueso).
2.2.3.2 Migracion de los precursores

Se han detectado células de estirpe mononuclear con capacidad de diferenciacion
osteoclastica en la médula 6sea y en el torrente sanguineo. Aungue no se conoce si existe una
poblacién mononuclear especifica precursora del osteoclasto, se sabe que determinadas
subclases de monocitos circulantes y de células dendriticas, tienen la capacidad de
transformarse en osteoclastos si son sometidas a determinadas sefiales especificas. Utilizando
novedosas técnicas de fluorescencia que permiten visualizar el comportamiento celular in
vivo, han mostrado recientemente que los osteoclastos maduros situados en las superficies
de resorcion proceden de monocitos circulantes que migran a las citadas regiones 0Oseas,
donde sufren la fusién, polarizacién y desarrollo de los elementos del citoesqueleto que

caracterizan a los osteoclastos activos.

Estas células, que deben expresar el RANK en su membrana, van a ser atraidas hacia la
médula dsea o las superficies quiescentes, donde, tras recibir la sefial RANKL, se

transformaran en osteoclastos maduros, polarizados y con el citoesqueleto caracteristico.

La sefial RANKL es fundamental para la activacion final de los osteoclastos, aunque
probablemente se ejecute Unicamente en el 6rgano diana, existiendo sefiales que podriamos
considerar "anteriores” que provocan la migracion de los precursores desde la circulacion
sistémica. Hasta el momento se han identificado varias sefiales de reclutamiento, entre las
que destaca la quimioquina CXCL12, altamente expresada en células estromales situadas en
las regiones perivasculares de la médula dsea. Los precursores osteclasticos expresan el
receptor de quimioquinas CXCR4, cuya unién a CXCL12 promueve el reclutamiento y
supervivencia de los osteoclastos. (Arboleya et al., 2014)
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Figura 1. Activacion de Osteoclastos
Arboleya L., Castafieda S. Osteoclastos: mucho més que células remodeladoras del hueso,
Rev. Osteoporos Metab Miner. 2014; 6(4):1-18.

2.2.4 Osteocitos

Una vez mineralizada la matriz, algunos osteoblastos quedan atrapados dentro,
transformandose en osteocitos. Los osteoblastos, osteoclastos y células limitantes se hallan
en la superficie 0sea, mientras que los osteocitos estan en el interior. Los osteocitos son las
células méas abundantes del hueso (10 veces mas que los osteoblastos). Poseen forma
estrellada y su cuerpo se sitla en el interior de lagunas u osteoplasmas y los procesos
citoplasmaticos se comunican entre si a través de los conductos calc6foros que estan llenos

de fluido 0seo extracelular. De esta forma, los osteocitos se organizan formando un sincitio
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de células interconectadas que representa una Unica estructura, con la ventaja de que existe
una gran superficie de contacto en el interior y hacia la superficie 0sea, para asegurarse
oxigeno y nutrientes. A través de sus proyecciones citoplasmaticas, 10s osteocitos establecen
comunicaciones intercelulares con osteocitos vecinos mediante uniones gap, y también
alcanzan las superficies peridstica y endocortical dsea, el lumen de los vasos sanguineos y
los canales haversianos, asi como superficies adyacentes a la médula ésea en las superficies
endocortical y trabecular. Este sistema lacuno-canalicular tiene el potencial de permitir la
comunicacion “célula-célula” entre los osteocitos y demas células del hueso, distribuyendo,
también, las moléculas secretadas por los osteocitos en el microambiente hueso/médula dsea.
Cuando se produce un trauma en el hueso el cese de la circulacion sanguinea origina hipoxia
y necrosis de los osteocitos que estén a mas de 0.1 mm de un capilar intacto. (Fernandez et
al., 2006)

Los osteocitos también participan en la sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide, pero
se cree que su funcion principal es la de controlar el remodelado 6seo, detectando las
variaciones mecanicas de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccion.
(Fernandez et al., 2006)

Los osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica y son incapaces de
renovarse. Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos, pero tienen como marcador
especifico el CD44, receptor de membrana que se expresa fuertemente en osteocitos y es

negativo en osteoblastos y células limitantes. (Fernandez et al., 2006)

2.3 Matriz organica

Los huesos son auténticas matrices de nanocompuestos, principalmente nanocristales de
hidroxiapatita en una matriz rica de coldgeno, muy complejos y con forma altamente
especializadas para dar soporte mecanico y también sirve de reserva de minerales, en

particular del calcio y fosfato. (Bernabeu et al., 2006)
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La matriz del hueso estd compuesta por dos fases principales a escala manométrica: organica
(proteinas) e inorganica (minerales) y sus composiciones seran en términos globales.
(Bernabeu et al., 2006)

El mineral dseo estd compuesto principalmente por hidroxiapatita y la parte proteica de

colageno.

El colageno actlia como base en la cual diminutos cristales planos de hidroxiapatita se unen
para formar el hueso. El colageno del hueso tiene una estructura fibrosa tipica, cuyo diametro
varia entre 100 y 2000 nm. De manera similar, la hidroxiapatita en el mineral del hueso esta
en forma de nanocristales de dimensiones entre 4x50x50 (hnm). Los minerales del hueso estan
también enriquecidos con algunos elementos sueltos para varias funciones metabdlicas entre
los que estan los carbonatos, citratos, sodio, magnesio, fluoruros, cloruros y potasio.
(Bernabeu et al., 2006)

El principal papel de los minerales es dotar de dureza y rigidez al hueso, mientras que el
colageno lo dota de resistencia a la traccion y flexibilidad. Se piensa que la clave para la
resistencia de los huesos es la compleja estructura jerarquica en la cual se organizan con un
autro-ensamblado. Es importante puntualizar que los minerales no estan directamente ligados
al colageno, sino ligados a través de las proteinas no colagenas. Las proteinas no colagenas
suponen entre un 3% Yy un 5% de la composicion del hueso, y proveen emplazamientos

activos para la biomineralizacion y unién celular. (Bernabeu et al., 2006)

La cantidad de agua presente en los huesos es un factor importante para determinar su
comportamiento mecanico. Los lipidos también son necesarios para las funciones celulares
y suponen un 2% del hueso, ademas juegan un papel importante en la biomineralizaciéon. El
grado de biomineralizacién el factor mas importante para determinar las capacidades

mecanicas del hueso.
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Fase Inorganica % Peso Fase Organica
Hidroxiapatita 60 Colageno
Carbonato 4 Agua
Citrato 0.9
Proteinas no colagenas (osteocalcina,
osteonectina, osteopontina,
trombospondina, proteinas
orfogenéticas, sialoproteinas,
proteinas de suero)
Sodio 0.7
Magnesio 0.5

Cl-, F-, K+, Sro+, Pbo+, Zno+,Cua+,

Fe, +

Polisacéridos, lipidos, citoquinas

Células dseas primarias:

osteoblastos, osteocitos, osteoclastos

Tabla 1. Composicion del hueso
Bernabéu E., Lopez O., Larena A. Estudio de la composicién 6sea para su apropiada
regeneracion con materiales implantados, Patologia del aparato locomotor. 2006; 4(3):

202-207.
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2.4 Remodelacién dsea

El proceso de remodelacion Gsea implica una serie de pasos que se inician a partir de un
estimulo del tejido 6seo, que puede ser inducido o provocado por una lesion. (Gutiérrez;
2008)

El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases (Figura 2):

Fase quiescente o descanso: Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los factores que

inician el proceso de remodelado ain no son conocidos.

Fase de activacion: El primer fenémeno que tiene lugar es la activacion de la superficie dsea
previa a la reabsorcion, mediante la retraccion de las células limitantes (osteoblastos maduros
elongados existentes en la superficie enddstica) y la digestion de la membrana endostica por
la accion de las colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada se produce la
atraccion de osteoclastos circulantes procedentes de los vasos proximos. (Fernandez et al.,
2006)

Fase de reabsorcion: Seguidamente, los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral
y a descomponer la matriz osteoide. Este proceso es acabado por los macréfagos y permite
la liberacion de los factores de crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente TGF-
B (factor transformante del crecimiento ), PDGF (factor de crecimiento derivado de las

plaquetas), IGF-1y Il (factor analogo a la insulina 1 y 1). (Gutiérrez; 2008)

Fase de formacion: Simultaneamente en las zonas reabsorbidas se produce el fendmeno de
agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores de crecimiento que se liberaron
de la matriz que actian como quimiotacticos y ademas estimulan su proliferacion. Los
preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo
tejido y expresan BMPs (proteinas morfogenéticas dseas), responsables de la diferenciacion.
A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide que

rellenara las zonas horadadas.
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Fase de mineralizacion: A los 30 dias del depdsito de osteoide comienza la mineralizacion,

que finalizara a los 130 dias en el hueso cortical y a 90 dias en el trabecular.

Y de nuevo empieza fase quiescente o de descanso. (Fernandez et al., 2006)
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Figura 2. Fases de remodelado 6seo.

Fernandez 1., Tresguerres Hernandez-G., Alobera Gracia M. Bases fisioldgicas de la
regeneracion 6sea |: Histologia y fisiologia del tejido 6seo, Med.oral patol.oral cir.bucal
(Internet) 2006 (Consultado 25 Feb 2020); 11(1).
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2.5 Citocinas

Las citoquinas o citocinas (del griego “kyto” célula e “ina” sustancia) son moléculas de bajo
peso molecular (de 10 a 40 kD) y constituidas por unos 120 a 180 aminoacidos, que poseen
la capacidad de modular la funcion de células y tejidos, y que estdn producidas,
principalmente, por los leucocitos, aunque algunas de ellas también pueden ser secretadas

por otros tipos celulares. (Carrasco; 2011)

Actlan fundamentalmente como reguladores de las respuestas inmunitaria e inflamatoria;
asimismo, intervienen como factores de crecimiento de distintas células, entre las cuales y de

forma destacada, las células hematopoyéticas.

Dentro del grupo de las citocinas se incluyen las interleucinas (IL), los factores de necrosis

tumoral (TNF), los interferones (IFN), los CSF y las quimocinas. (Filella et al., 2002)

En condiciones fisioldgicas, las citoquinas no se producen en cantidades significativas,
siendo necesaria la activacion de las células para que se produzcan en cantidades suficientes
para ejercer sus efectos biologicos. La mayoria de ellas son secretadas al espacio extracelular

en forma glicosilada, lo que incrementa su estabilidad y solubilidad.

Las citoguinas poseen una vida media muy corta y actlan a muy bajas concentraciones, del
orden de picogramos, mediante la union a receptores de alta afinidad que estan presentes en

la superficie de las células.
2.5.1 Funciones de las citoquinas

Las citoquinas, ademas de tener un papel fundamental en la respuesta inflamatoria e inmune,
van a estar implicadas en numerosos procesos biolégicos como en la hematopoyesis, la
embriogénesis y la angiogénesis, asi como en diferentes procesos celulares como la mitosis,

la diferenciacion, la migracion o incluso la muerte celular.

Ademas, las citoquinas pueden actuar en lo que se conoce como cascadas de amplificacion,
estimulando la produccidn de otras citoquinas de forma consecutiva que amplian sus efectos
biolégicos, o bien desencadenando un efecto antagonista, regulando de esta forma la

respuesta originada o su intensidad. (Carrasco; 2011)
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2.5.2 Interleucina 10 (IL-10)

La interleucina 10 (IL-10) es producida por linfocitos T y B, y por las células de linaje
mieloide, es una citocina predominantemente inmunosupresora y antiinflamatoria que es méas
conocida como un potente desactivador de las células dendriticas y los macréfagos.
Desempefia un papel fundamental en la limitacion de las lesiones tisulares durante las
infecciones y en la prevencion de la autoinmunidad al limitar la duracion y la intensidad de

las reacciones inmunitarias e inflamatorias. (Al-Rasheed et al., 2004)

La IL-10 se describi6 originalmente como un factor inhibidor de la sintesis de citocinas
(CSIF) producido por Tcells, pero ahora se sabe que es producido por una amplia variedad
de tipos de células, incluidos los osteoblastos. IL-10 suprime la diferenciacion de
osteoblastos en cultivos de médula 6sea murina al inhibir la expresion de fosfatasa alcalina,
colageno tipo | y genes de osteocalcina, acciones mediadas por la inhibicidn de la produccion
del factor de crecimiento transformante bl. También bloguea selectivamente la
osteoclastogénesis al inhibir la diferenciacion de los progenitores de osteoclastos en
preosteoclastos, a través de una via de sefializacion de fosfato de tirosina, que parece ser
especifica de IL-10. (Garcia-Lopez; 2004)

Cuando se produce IL-10 y se secreta, actla especificamente a través del receptor de IL-10,
cuya estructura consta de dos subunidades: el receptor 1 de IL-10 y el receptor 2 de IL-10
(figura 3). Una vez que la citocina se ha unido, las subunidades del receptor se asocian con
moléculas de transduccion de sefiales en el citoplasma de la célula que expresa el receptor,
lo que induce una sefial que normalmente disminuye la actividad de algunos de los genes
requeridos para producir una respuesta inmune, aungque también puede promover la

activacion de ciertas células como se mencion6 mas arriba. (Garcia-L6pez; 2004)

La IL-10 es secretada en grandes cantidades por tejidos mucosos como el intestino o los
pulmones donde las respuestas inmunoldgicas no deseadas o incontroladas pueden causar
dafios graves. De acuerdo con esto, los ratones que no poseen IL-10 desarrollan
espontaneamente enfermedades inflamatorias como la colitis autoinmune. (Garcia-Lopez;
2004).
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IL-10R2 subunit also complexes with: 4
IL-22R1 (binds IL-22) f
IL-20R1 (binds IL-26) ‘
IFNLR1 (binds IL-28/IL-29) |

~

IL-10R1
IL-10R1

Cell membrane

i

IL-10R2 >

| Nuclear membrane

® @
C  stat3 )

’Stat binding element | -~ Transcription

Figura 3. Via de sefializacion 1L-10
Standiford T J, Deng J C. Interleukin-10, Encyclopedia of Respiratory Medicine. 2006;
373-3717.
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2.6 SISTEMA RANK/RANKL/OPG

La funcion del sistema RANK/RANKL/OPG es la interaccion entre los miembros de la
unidad béasica multicelular; induce la diferenciacion y activacion de osteoclastos u

osteoblastos, equilibrando el ciclo de remodelado entre la formacion o resorcién. (Figura 6)
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Figura 4. Sistema Efector RANK/RANKL/OPG
Esparza- Guerrero Y., Nava-Valdivia C., Saldafia-Cruz A., Vazquez-Jimenez J. El sistema
RANK/RANKL/OPG y sus implicaciones clinicas en la osteoporosis, El Residente. 2016;
11(3): 99-104

2.6.1 RANK

El receptor activador de factor nuclear kB (RANK) es una proteina transmembrana
clasificada como un receptor homotrimérico de tipo I, conformado por 616 aminoacidos. Es
miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). Se expresa
en la membrana de los osteoclastos; también esté presente en la superficie de linfocitos B y

T, fibroblastos y células dendriticas. (Esparza et al., 2016)
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2.6.2 RANKL

El ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) es una proteina
transmembrana expresada por osteoblastos y células mesenquimales, es homotrimérica,

compuesta de 317 amino&cidos. Al igual que el receptor, pertenece a la superfamilia del TNF.
(Esparza et al., 2016)

La union del RANKL a su receptor (RANK) promueve la activacion de la via de sefializacion
intracelular NF-xB y, como resultado, genera la diferenciacion de los preosteoclastos en
osteoclastos maduros, facilitando la resorcion de hueso. (figura 5)
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Figura 5. Regulacion de osteoclastogénesis por el sistema RANKL/RANK
Esparza- Guerrero Y., Nava-Valdivia C., Saldafia-Cruz A., Vazquez-Jimenez J. El sistema
RANK/RANKL/OPG y sus implicaciones clinicas en la osteoporosis, El Residente. 2016;
11(3): 99-104
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2.7 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utiliza como sus siglas lo indican
una enzima como marcador para mediar la formacion de complejos antigeno-anticuerpo.
Existen diversas variaciones al método de ELISA para detectar y cuantificar ligandos de alto
peso molecular (>30000 daltons), el marcador enzimatico que se emplea en estos analisis se
conjuga con un ligando, que puede ser un antigeno, un anticuerpos especifico para el antigeno

de interés o un anticuerpo para el anticuerpo primario. (Guzman; 2004)
La prueba ELISA se basa en varias teorias:

1) El antigeno y anticuerpo pueden enlazarse a una superficie portadora insoluble y retener

su reactividad inmunoldgica.

2) Las enzimas tienen actividad especifica alta y convierten una cantidad relativamente
grande de sustrato en producto detectable, lo que permite detectar concentraciones muy bajas

del ligando

3) La actividad enzimatica o reactividad inmunolédgica de los conjugados se preserva y

permanece estable durante el analisis y el almacenamiento.

4) Las enzimas no estan presentes en el liquido bioldgico que se va a analizar.

Los anticuerpos utilizados en el método ELISA son de origen monoclonal o policlonal que
se suministran como antisuero no fraccionado o fracciones de inmunoglobulina purificada,
pueden ser solubles o estar inmoviles en un soporte sélido, son empleados como conjugados
no marcados o enzimaticos y por Gltimo reaccionan con determinante antigénico especifico
de un antigeno o de un anticuerpo ligando-especifico (anticuerpo primario) segun el

protocolo de analisis. (Guzman; 2004)

Las combinaciones de enzima y sustrato que se emplean en los diversos métodos ELISA

incluyen:
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Peroxidasa de rabano y su sustrato, peréxido de hidrégeno gque en presencia de cromogeno

o-fenilendiamina produce un producto color amarillo-naranja medible

Galactosidasa beta y su sustrato o-nitrofenil-beta-D-galactopiranésido que se transforma en

un producto nitrofenolato amarillento medible
Fosfatas alcalina y su sustrato p-nitrofenilfosfato que también se transforma en nitrofenolato.

Se utiliza acido sulfurico para inhibir la actividad enzimatica y estabilizar el producto final

de reaccion que tiene color. (Guzman; 2004)
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3. Planteamiento del problema

¢La micro-vibracion generada sobre cultivos in vitro de osteoblastos derivados del craneo
de raton de la cepa Balb/c, tiene efectos significativos y cuantificables sobre la produccién
de I1L-10?

4. Objetivo general

Evaluar los efectos de la micro-vibracion en osteoblastos cultivados in vitro sobre la sintesis
de IL-10.

4.1 Objetivos especificos

a) Establecer cultivos primarios de osteoblastos derivados del craneo de raton de la cepa
Balb/C.

b) Evaluar el efecto de la micro-vibracion de baja magnitud, alta frecuencia a 30 HZ en
los cultivos de osteoblastos con el uso del aparato AcceleDent.

c) Determinar los efectos de la micro-vibracion sobre cultivos in vitro de osteoblastos
en relacion a la sintesis de IL-10 por medio del Ensayo de ELISA.

5. Hipotesis

La micro-vibracion a 30 Hz durante 20 minutos sobre cultivos in vitro de células

osteoblasticas sobre-regula la produccion IL-10.
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6. Justificacion

El hueso como tejido vivo permite la reparacion y la homeostasis, hace que su carga y
propiedades mecanicas se mantengan, sufre procesos de destruccion y formacion constantes
y ademas existe una relacion dindmica entre la estructura y la funcion del hueso. Implica una
compleja red de sefializacion de célula-célula que involucra células sistémicas, citocinas
producidas localmente, factores de crecimiento y el entorno mecanico de las células.
El hueso estd compuesto por tejidos, el tejido fundamental es el tejido 6seo. Esto no quiere
decir que no haya mas tejidos, ya que también hay nervios, grasa, vasos sanguineos, etc. El
tejido 6seo es un tejido conjuntivo pero que tiene la particularidad de que es un tejido
conjuntivo duro porque sufre un proceso de mineralizacion. (Cuervas-Mons Canton et al
2012) (Garcia-Lopez et al 2005).

La capacidad de un organismo para adaptarse eficazmente a las sefiales fisicas cambiantes
provenientes del medio ha sido de vital importancia para el éxito de su supervivencia y
evolucidn. Y si estas mismas sefiales fisicas pudieran ser aprovechadas por el mismo hombre
para su bien, para prevenir o revertir la edad, lesiones o enfermedades relacionadas al
deterioro, disminuiria la actual dependencia a agentes farmacologicos y proveeria de un bien
de facil acceso. Las sefiales mecanicas son pieza clave para la formacién, mantenimiento y
salud del sistema esquelético y una forma de llegar a este y en especial a las células 6seas de
una manera no dafiina para la salud es mediante las vibraciones de muy baja magnitud,

esporadicos de alta frecuencia.

Se han estudiado todos los efectos anabdlicos de las sefiales BMAF en un tejido 6seo vivo,
analizando los parametros histomorfométricos en los tejidos cortical y cancelloso, sin
embargo las vias en como estas sefiales influyen directamente en las células 6seas ain no
esta revelado. Para comprender cdmo es que influyen estas sefiales en las células dseas
responsables de la formacion o resorcion dsea, ingenieros biomédicos y especialistas vienen
realizando experimentos in vitro de las células 6seas como osteocitos o preosteoblastos

expuestas a vibraciones LMHF para evaluar una respuesta anti-resortiva o anabdlica.

Patel y colaboradores (2009), con su teoria de que las sefiales mecanicas LMHF aplicadas

directamente a los preosteoblastos previenen la disminucién de respuesta de formacion 6sea
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in vitro, hicieron un experimento con células preosteoblastos 2T3 murinas expuestas a la
microgravedad e intervenidas con vibraciones LMF (ap-p 0.1g - 0.4 g y 30 Hz) por 10- 60
min/dia. Dentro de los resultados se observa a los 15 dias, una disminucion de mineralizacion
mayor del 90 % en preosteoblastos, en periodos de 10 a 60min/dia, la intervencion de
vibraciones ha aumentado la mineralizacion en 70 % con respecto al control estatico, a una

aceleracion de 0.3 g.

No hay investigaciones para evaluar el efecto del dispositivo AcceleDent Aura en la
vibracion de micro-pulso producida por las células 6seas in vitro. Varios estudios en animales
y humanos han investigado el efecto de LMHFV sobre el movimiento acelerado de los
dientes. Sin embargo, los resultados reportados son contradictorios (Kalajzic et al., 2014;
Nishimura et al., 2008; Woodhouse et al., 2015). Sin embargo, en la actualidad no se ha

clarificado a nivel celular y molecular como es posible lograr dicha aceleracion.
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7. Material y métodos
7.1 Obtencidn de Ratones de la Cepa Balb/C

Para la entrega de dichos ratones, se tuvo que realizar una carta, ser autorizada y entregada a
la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la
Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, con las siguientes
caracteristicas: Cepa o Linea Balb/C, Sexo: Indistinto, Edad maxima de 2 semanas y con un

peso indistinto. (Figura 6)

Figura 6. Ratones de la Cea Bal/C recién nacidos obtenidos del Bioterio de la UAM-X.

7.2 Obtencion de células osteoblasticas primarias derivadas del craneo
de raton

Los osteoblastos de craneo de ratdn se prepararon Yy caracterizaron mediante una
modificacion del método descrito previamente por Heath y colaboradores (Heath et al.,.
1984). Los craneos del raton recién nacido de la cepa Balb/C se diseccionaron del tejido
blando adherente, se colocaron en caja Petri con medio de cultivo F-12/modificacion de
Dulbecco del medio de Eagle (DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal
(GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), 1 % de antibidticos y antimicéticos, se
elimind el medio y se coloco Tripsina por un periodo de 20 minutos, se cortaron en pedazos
los huesos, la Tripsina junto con las células disgregadas se colocaron en un tubo Falcon de

12 ml y se colocd la misma porcién de medio de cultivo para neutralizar la accion de la
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tripsina, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos en una centrifuga GS-15R
BECKMANT™ (Figura 7) , se decantd el tubo falcon y se colocé 1ml nuevo de medio de
cultivo F-12 DMEM, se procedi6 a vibrar en un Vortex V-1 plus BIOSAN™, |as células
sedimentadas se resuspendieron a una proporcion de 1:1 en un medio F-12/modificacion de
Dulbecco del medio de Eagle (DMEM) suplementado con 20% de suero bovino fetal
(GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), con un 1 % de antibidticos y antimicoticos
(Figura 8), Posteriormente se sembraron en cajas de 24 pozos de 1.5 cm (Gybco, USA). La
muestra consistié de 5 pozos sembrados a la 1 X10: celulas y la caja se coloco en una
incubadora de tejidos (NuAire, USA) a una atmosfera de 5 % de CO. y 95 % de aire a una
temperatura de 37° C (Figura 9). Las células se identificaran como osteoblastos por criterios
morfoldgicos y el hecho de que més del 95% se tefiird fuertemente para la fosfatasa alcalina
(ALP). (Figura10y 11)

Figura 7. Las células desprendidas del craneo de raton fueron colocadas en un tubo falcon
para su centrifugacién a 1500 rpm a 27°C.
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células blancas corresponden a las células osteoblasticas.

Figura 9. Los osteoblastos se resuspendieron en 1ml de medio de cultivo y se sembraron
en cajas de 24 pozos (1.5 cm) a una densidad de 1 X 10¢ por pozo.
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Figura 11. Osteoblastos primarios derivados del craneo de ratén de la cepa Balb/C a los 20
dias de cultivo.
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7.3 Estimulacion de las células osteoblasticas por medio de la micro-
vibracion.
Las células osteoblasticas fueron sometidas a micro- vibracion, en la caja de cultivo de 1.5
cmy dicho procedimiento se realiz6 con el aparato AcceleDent® (OrthoAccel, USA), la caja
se colocd sobre el AcceleDent® sostenida con masking y sosteniéndolo con ambas manos y
apoyado en una superficie firme se llevé a cabo la vibracion durante 20 min por 4 dias
seguidos, recolectando las muestras, tanto la muestra control (antes de ser vibrada) y la
experimental (después de ser vibrada), se tomaron 200 ul de sobrenadante de ambas células,
una vez adquirida la muestra se rotulé cada tubo con fecha y tipo de célulay se almacenaron
en un ultracongelador (Scientific, USA) a -70°C.(Figura 12)

Figura 12. Se vibraron las células osteoblasticas en la caja de cultivo por medio del aparato
Acceledent, durante 20 minutos durante 4 dias.

7.4 Medio de cultivo protedmico.

Posterior a la micro-vibracion el sobrenadante de todas las muestras de los medios se
complementaron con 1 mg/ml de coctel inhibidor de la proteasa (Sigma-Aldrich P1860, St.
Louis, MO, EE. UU.), Se almacenaron a -70° C y se analizaron 2 dias después para IL-
12 mediante ensayo de inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA, | + D Systems,
Minneapolis, MN, EE. UU.). La absorbancia se midié a 450 nm de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.
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7.5 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISAS)

Este consistio en la colocacion de un antigeno primario en una placa de 96 pozos y este a su
vez va a ser reconocido por un anticuerpo secundario (Figura 13), el colorante sobre los pozos
de la placa nos permitié medir indirectamente mediante la espectrofotometria el antigeno de

la muestra, para esto se realizé lo siguiente:

Se realizd la preparacion de los reactivos para la citocina a evaluar, esto se realizé de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. (IL-12).Se hizo la preparaciéon de los 96 pozos, el cual
consiste en diluir el anticuerpo de captura en PBS a una concentracion de 1lug/ml,
inmediatamente se adicionan 100 pl a cada uno de estos pozos de la placa, se selld y se incubd
por 24 horas a temperatura ambiente.Una vez pasada las 24 horas se aspiré el contenido de
los pozos y se realiz6 el lavado 4 veces, se vierte la solucidn de buffer en un recipiente la
cantidad que se ocuparé para realizar el lavado, se agregan 100 pl en cada pozo, se sacude
en la tarja para vaciar el buffer y se golpea suavemente sobre una toalla de papel, para retirar
el exceso y burbujas restantes.Se adiciona 300 ul de buffer de blogueo a cada uno de los
pozos y se incuba la placa durante 1 hora a temperatura ambiente, se aspira y se repite el
procedimiento de lavado 4 veces mas la solucion buffer. (Figura 14)

.

Figu‘ra 13. Placa de 96 pozos
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Figura 14. Se utilizé la Micropipeta multicanal de 300 | L. Para el lavado con solucion
buffer.

7.6 Muestra Estandar

Para este procedimiento se utilizaron 998 pl de diluyente y se mezclaron con 2ul de la
interleucina que se va a realizar, se van a colocar 100 pl en cada pozo marcado y se incuba

la placa por 2 horas.

Dichas curvas se realizaron por duplicado.

Anticuerpo de deteccidn.

Se procede a lavar la placa con la solucién buffer 4 veces, se va a diluir el cuerpo de deteccion
en diluyente con una concentracion de 1 pg/ml, se adiciono 0.1 ml de anticuerpo de deteccion
a 10 ml de diluyente y se agregaron 100 ul a cada pozo asi lo dejamos incubar por 2 horas a

temperatura ambiente.
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Peroxidasa Avidina.

Se aspiraron y se lavd la placa nuevamente por 4 veces, se diluy6 una alicuota 5.5 pl de
peroxidasa avidina 1:1000 en diluyente, se le colocé 100 ul en cada pozo y se dejo incubar

por 30 min a temperatura ambiente.

Substrato ABTS

ElI ABTS se tiene que encontrar a temperatura ambiente para ser utilizado, la placa se aspirara
y se lavara 4 veces, se le adicionaran los 100 pl de la solucién a cada uno de los pozos, esta
se estara monitoreando cada 5 min y se dejara incubar a temperatura ambiente, una vez que
se desarrollen los colores en los pozos, se pondra en el lector de ELISAs a 400 nm y se

realizaran 3 lecturas diferentes en lapsos de 5 min cada una.

7.7 Andlisis Estadistico.

Los datos fueron expresados como el promedio + Desviacion Standard (DS). La diferencia
entre los grupos control y experimental, fueron determinados por la prueba estadistica de U-
Mann Whitney, utilizando el software Graph Pad Prism 8 (Graph Pad Software Inc., San
Diego, CA, USA.) el nivel de significancia estadistica fue establecido a: P<0.05
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8. Resultados

Se cuantificé el sobrenadante de las monocapas de osteoblastos diferenciados del craneo de

ratones, de la cepa Balb/c cultivados in vitro en la sintesis de IL-10.

IL-10 osteoblastos
0.5

0.4+ -|— _|_
ul RTH ETE

0.1+

pg/ml

'u1 | 1 | | 1 | | 1
Oc 0Oe 24c 24e 48c 48e T2c T2e

horas

Graéfica 1. Monocapas de osteoblastos diferenciados del craneo del raton de la cepa Balb/c
cultivados in vitro, los cuales fueron sometidos a micro-vibracion de baja magnitud y alta
frecuencia (0.25N ; 30Hz), durante 20 minutos, de 0 a 72 horas con el aparato Acceledent
Aurea. El sobrenadante fue ensayado para IL-10 por medio de ELISA. La primera columna
representa al control (barra negra) y la segunda columna el experimental (barra blanca). Los
resultados son expresados en promedio * la desviacién estandar (n=5). La prueba de
Wilcoxon fue utilizada para determinar significancia. Se encontré una baja regulacion
estadisticamente significativa en el grupo experimental comparada con el control en la

expresion de 1L-10.
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9. Discusion

El propdsito de esta investigacion fue la evaluacion de los efectos de la microvibracion a una
magnitud de 0.25N y a una frecuencia de 30Hz en osteoblastos cultivados in vitro para
determinar la sintesis de IL-10 por medio de ELISA, citocina relacionada con la

remodelacion Osea.

Para comprobar la hipdtesis “‘La micro-vibracion a 30Hz durante 20 minutos sobre cultivos
in vitro de células osteoblasticas sobre-regula la produccion de IL-10°’, se realizaron cultivos
de hueso del créneo de ratones de la cepa Balb/C siguiendo un protocolo ya establecido por
otros investigadores (Heath et al., 1984), se usaron ratones de dos semanas de edad, ya que
se ha demostrado que los ratones recién nacidos muestran cultivos celulares mas proferativos.
(Heng et al., 2010)

Este estudio demostr6 que el efecto de la micro-vibracion produjo una baja regulacion
estadisticamente significativa de IL-10 de 0 a 72 horas comparada con el grupo control. Estos
datos sugieren que IL-10 puede agregarse a la lista creciente de genes que responden a una

estimulacién mecénica.

La interleucina 10 (IL-10) es una importante citocina inmunorreguladora que actda en las
células presentadoras de antigeno (celulas dendriticas, macrofagos y celulas T) mediante la
inhibicion tanto de la sintesis de citocinas como de moléculas co-estimuladoras y moléculas
HLA clase Il (Li Mc et al., 2004). La IL-10 es producida principalmente por un subtipo de
linfocitos CD4 + (Th2), y también en grandes cantidades por los macrofagos. Es una citocina
con potentes propiedades antiinflamatorias capaz de inhibir importantes funciones en la
produccion de citocinas pro-inflamatorias por los macrofagos y por células T (Ruth et al,.
2002), activadas a traves de distintos estimulos. La IL-10 inhibe directamente los precursores
de osteoclastos al suprimir la expresion de NFATcL, c-Fos y c-Jun inducida por RANKL
(Evans et al., 2007). La inhibicion de la expresion de RANKL y el aumento de la expresion
de OPG debido a la IL-10 se han encontrado en las células del foliculo dental que apoyan la
osteoclastogénesis, lo que sugiere que la IL-10 también puede inhibir indirectamente la
osteoclastogénesis a través de la expresién de RANKL y OPG. (Mohamed et al., 2007)
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Por el otro lado, se ha demostrado que la IL-10 suprime la diferenciacion de osteoblastos en
cultivos de médula 6sea murina al inhibir la expresion de fosfatasa alcalina, colageno tipo |
y genes de osteocalcina, acciones mediadas por la inhibicién de la produccion del factor de
crecimiento transformante beta-1. También bloquea selectivamente la osteoclastogénesis al
inhibir la diferenciacion de los progenitores de osteoclastos en preosteoclastos, a través de
una via de sefializacion de fosfato de tirosina, que parece ser especifica de esta interleucina.
(Garcia-Lbpez; 2004)

En este estudio se realizaron cultivos de células osteoblasticas primarias derivadas del craneo
de ratdn las cuales se sometieron a micro-vibracion con el aparato AcceleDent, con el
propdsito de determinar eventos bioquimicos relacionados con la remodelacion en respuesta
a la estimulacion mecéanicay asi poder comprender la complejidad a nivel celular y molecular
de este proceso. La vibracion de alta frecuencia de baja magnitud (LMHFV) es una forma
de intervencion biofisica y no invasiva que proporciona cargas ciclicas. Se encontr6 que el
LMHFV, cuando se aplica a todo el cuerpo, es anabdlico para el hueso in vivo, lo que puede
actuar promoviendo la formacion désea (Garman et al., 2007), mejorando la morfologia,
aumentando la resistencia y atenuando reabsorcién 6sea (Xie et al., 2006). EI LMHFV se
confirmé clinicamente como un posible enfoque terapéutico (Garman et al., 2007), sin
embargo también ha sido propuesto en el tratamiento de ortodoncia para acelerar el
movimiento dentario por lo que el Acceledent Aura TM fue desarrollado para aplicar micro
vibraciones ciclicas con el proposito de acelerar el movimiento del diente, sin embargo, a la

fecha no se ha podido explicar a nivel celular y molecular este mecanismo.

Los estimulos mecénicos se consideran reguladores esenciales en la remodelacion y
regeneracion dsea. Por lo tanto, la estimulacion biofisica externa con LMHFV posiblemente
podria usarse para mejorar la formacion de hueso. No obstante, ain no se ha dilucidado a

nivel celular y molecular como lograr esta aceleracion.
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10. Conclusion

a) Fue posible derivar osteoblastos de craneo de ratdn de la cepa Balb/C in vitro.

b) La micro-vibracién aplicada a los osteoblastos cultivados in vitro demostré una baja
regulacion estadisticamente significativa en el grupo experimental comparada con el grupo
control en la expresion de IL-10, por lo que dicha micro-vibracion en lugar de inhibir la
actividad osteoclastica por medio de la IL-10, tuvo un efecto de contribuir a la

osteoclastogénesis.
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