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Resumen

La remodelacion mecanica del hueso es utilizada por los ortodoncistas, quienes ejercen
fuerza sobres los dientes para moverlos a través del hueso alveolar, tal remodelacion ésea
involucra la activacion de las células del hueso y la estimulacién de la resorcién y aposicion
de la matriz ésea. La estimulacién mecanica ha sido reconocida como un factor importante
en la remodelacion ésea, especialmente durante la erupcién de los dientes, en la correccion
de las maloclusiones, sin embargo, los aspectos moleculares que se involucran en estos
procesos no han sido totalmente entendidos. Se han desarrollado diferentes métodos para
aplicar el estimulo mecanico al tejido 6seo in vivo o in vitro a células humanas para evaluar
el resultado bioguimico. El objetivo de este trabajo fue de analizar los efectos de la estimulacion
mecanica en osteoblastos humanos (Saos-2) cultivados in vitro con respecto a la produccion
de interleucina 1 Beta (IL-18), uno de los pasos involucrados en el proceso de remodelacion
Osea. En este estudio se desarroll6 un método de crecer osteoblastos humanos como linea
celular en cajas Petri, donde la base puede ser deformada intermitentemente cada 5 segun-
dos después de 1.5 minutos durante mas de 72 horas. La estimulacion mecanica de estas
células es comparada con células no estimuladas (n = 5). Los osteoblastos humanos son
sembrados para ser confluentes en un medio de cultivo F12 de Dulbeco modificado con un
10% de suero fetal, 100 ng/mL de estreptomicina, 100U/mL de penicilina y 0.25 ug/mL de
anfotericina, en una atmdsfera de 95% de aire y un 5% de CO, a 37° C . Utilizando el ensayo
de ELISA (Enzyme-Linked Immunoassay) se determiné los niveles de produccién de IL-13
después de 8, 24, 48 y 72 horas. Los resultados mostraron que no hubo produccion de IL-13
a las 8 horas de estimulo, sin embargo a las 24 (13.5 + 2.1) 48 (23.2 £ 1.3) y 72 horas (33.9
+ 1.9) se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa comparada con el control
(p < 0.0001). Estos resultados sugieren que los osteoblastos humanos (Saos-2) cultivados in
vitro reaccionan al estimulo mecanico liberando mayor cantidad de IL-1 en comparacién
con el control y de alguna manera algunos efectos celulares pueden ser asociados con la
remodelacion ésea y el movimiento dentario durante el tratamiento de ortodoncia.

Palabras clave: Osteoblastos, fuerzas mecanicas, remodelacion 6sea, tratamiento de
ortodoncia, interleucina 1p.

Abstract

Mechanical bone remodelling is utilized by orthodontists, when forces are exerted on tooth
roots that enable to move through alveolar bone. Such remodelling involves the activation of
bone cells and the simultaneous breakdown and reformation of the bone matrix. Mechanical
forces are applied in the correction of dentofacial discrepancies and dentoalveolar
malocclusions during orthodontic tooth movement, nevertheless the cellular mechanism
involved in the translation of biomechanics forces into molecular events are poorly understood.
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The aim of this study was to assay the effects of mechanical stress in human osteoblasts-
like cells (Saos-2) under organ culture condition with respect to Interleukin 18 (IL-10)
production. In this report we have developed a model to deforming osteoblasts in monolayer
cultures calpable of deformation. We examined the behaviour of Saos-2 cells with respect
to cytokine production, when stimulated by a cycle of cell deformation of 5 seconds every
1.5 minutes after 8, 24, 48 and 72 hours. The cellular perturbation in these cells was then
compared to underformed cells (n = 5). Cells were grown to confluence in Ham's F12/
DMEM media which contained 10% foetal calf serum, 100 ug/mL streptomycin, 100 U/mL
penicillin and 0.25 ug/mL amphotericin and grown in tissue culture flask at 370C. In a
humidified atmosphere 95% air — 5% CO,. Enzyme-linked immunoassay (ELISA) was used
to measure Interleukin-14 production. Results have shown that human clonal osteoblasts
do not produce IL-14 at 8 hours nevertheless at 24 hours (13.5 £ 2.1), 48 (23.2 £ 1.3) and
76 hours (33.9 + 1.9) there is a significantly increased production of IL-1 compared to the
control (p < 0.0001). These results suggests that human monoclonal osteoblasts-like cells
were influenced by mechanical strain in vitro and may account for some of the cellular
effects associated with bone remodelling and orthodontic tooth movement.

Key words: Osteoblasts, mechanical forces, bone remodelling, orthodontic treatment,
interleukin 18.

Introduccién

El proceso de reconocer y responder a un estimulo me-
canico es vital para el crecimiento y funcién de cual-
quier célula humana.! Las fuerzas mecéanicas se utili-
zan en la correccién de discrepancias dentofaciales y
en la correccidn de las maloclusiones durante el movi-
miento dentario. Sin embargo, los mecanismos celu-
lares y moleculares involucrados en la transduccion
de estimulos mecanicos a las respuestas bioquimicas
de las células es poco entendido. Los experimentos
pioneros llevados a cabo por Hert y colaboradores??
desarrollaron una técnica en la aplicacién de presién
al hueso in vivo sobre varios periodos de tiempo; es-
tos estudios brindaron informacién béasica para cono-
cer el tipo y duracion de las fuerzas mecéanicas nece-
sarias para estimular la remodelacién 6sea. A mediados
de los aflos 70 varios grupos desarrollaron sistemas
de modelos in vitro donde la presién mecénica pudo
ser aplicada a células o tejidos, bajo condiciones expe-
rimentales controladas.*® Estos estudios demostraron
que la presion mecanica tiene respuestas bioquimicas
y estructurales en células deformadas. La tension me-
cénica también ha demostrado estimular no sélo la sin-
tesis del colageno,® sino también las enzimas respon-
sables para su especifica hidrdlisis.® Utilizando un
modelo desarrollado para deformar mecanicamente ar-
ticulaciones fibrosas in vitro, Meikle y colaboradores’
reportaron un incremento en la produccién de la ma-
triz metaloproteinasas (MMPs), colagenasa, gelatina-
sa, y estromelisin por medio de suturas craneales
mecénicamente deformadas, dando un incremento con-

comitante en su especifico inhibidor del tejido de la
metaloproteinasas (TIMP).2%-12 Finalmente la resorcion
y formacién de hueso esté ligada a un proceso de inte-
racciones locales como la produccién de factores de
crecimiento y a las citocinas.'® La interleucina-1f es
una citocina multifuncional que es liberada de los os-
teoblastos y por lo tanto tienen la capacidad de esti-
mular la proliferacion de otras interleucinas depen-
dientes de las células derivadas de la médula 6sea. El
conocer los mecanismos moleculares y celulares du-
rante la remodelacion dsea es de suma importancia
cientifica y clinica para la medicina y la odontologia
en la aplicacién de nuevas terapéuticas.

Hipotesis

Los osteoblastos humanos como linea celular (Saos-2)
bajo condiciones experimentales de cultivo celular in
vitro producen interleucina 1 beta con la estimulacion
mecanica.

Material y métodos

Cultivo de osteoblastos humanos

La linea celular de osteoblastos humanos es obtenida de
la coleccidn celular tipo americana (A.T.C.C.)

Los osteoblastos humanos (Saos-2) son sembrados a una
densidad de 2.5 x 10° células/cm? en frascos de cultivo de
tejido (75 cm? Costar, Cambridge, MA), creciendo a 37°C en
una atmosfera humidificada de 95% de aire y un 5% de CO,
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auna proporcion de 1:1 en un medio modificado de Dulbeco
(Ham’s F12-Dulbecco’s modified Eagles’s medium -DMEM)
adicionando un 10% de suero fetal (FCS Globerfarm), 100
U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina y 0.25
ug/mL de anfotericina. Posteriormente se lavan las células
en una solucion buffer salina y son sembradas y alimenta-
das en frascos de cultivo estériles. Con la ayuda de un mi-
croscopio de luz de contraste, las células son contadas y
alimentadas, al alcanzar confluencia (72 horas) los
osteoblastos son removidos con tripsina-EDTA (0.25% Sigma
Chemical Co.) respectivamente, y son sembrados en cajas
Petri con base flexible (1 x 10°). Las cajas de Petri son lava-
das dos veces con DMEM previo a la siembra de células y se
dejan crecer por 24 horas antes de la experimentacion.

Estimulacion mecanica de los
osteoblastos

Utilizando cajas de Petri Petriperm (Haraeus, Bachofer
Gmbh) con bases flexibles (60 mm) hechas de polifluoritano
(PTFE Bachofer Gmbh, Alemania), son deformadas sobre
anillos de caucho en una base de acrilico, se aplica vacio
de -11 mg de Hg produciendo un aumento de la superficie
del &rea en un 5% (1.5 mm) La frecuencia de distorsion es
controlada por un reostato, a temperatura de 37°C duran-
te el experimento. Una atmosfera de CO, esta presente
durante la deformacion de la base de la caja Petri. Grupos
de 10 cultivos son aleatoriamente colocadas tanto contro-
les como experimentales y son incubadas secuencialmente
en el mismo aparato. La Unica diferencia es que el control
no sera expuesto a la deformacién mecéanica. Esta defor-
macion seré aplicada intermitentemente por 5 segundos
cada 180 segundos durante 8, 24, 48 y 72 horas.

Preparaciéon del medio para su analisis
Obtencién de la muestra

Después de haber deformado los osteoblastos humanos,
el medio de cultivo se recolecta y se centrifuga a 700
rpm a 37°C para remover cualquier particula de mate-
rial. EI medio de cultivo es almacenado a 20°C hasta que
suficiente medio ha sido obtenido para determinar la
prueba inmunolégica de interleucina 1-p (IL-1p).

Examen de ELISA (Enzyme-Linked
Immunoassay)

Prueba para determinacion de
Interleucina humana 1-8

Una microplaca con anticuerpos monoclonales especificos
para IL-1p previamente ya cubierta en los pozos (Quan-
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tikine, R & D Systems), se les adiciona 200 mL de medio
control y experimental en cada pozo. Los promedios son
obtenidos por disoluciones seriadas de IL-1p en disolu-
ciones conocidas para producir concentraciones de 250,
125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9 y 0 pg/mL de cada una en
duplicado. Muestras controles y experimentales son dilui-
das a la x® y x'° y realizadas en duplicado. Después de
incubar durante dos horas a 37°C, las muestras son lava-
das 3 veces con solucién buffer (400 mL solucién salina
buffer de fosfato PBS) utilizando una maquina de aspira-
cién (Labsystems). Son adicionados e incubados 200 mL
de conjugado con una nueva tira provista en el ELISA Kit
a temperatura ambiente por més de una hora, posterior-
mente es lavada la microplaca como se mencioné ante-
riormente. Se agrega 200 mL de solucién de sustrato a
cada pozo a un intervalo de 5 segundos e incubado por 20
minutos a temperatura ambiente. Se adiciona 50 mL de
solucion de H,SO, para detener la reaccion, se mide la
adsorbancia a 540 nm usando un equipo de espec-
trofotometria (Labsystems). Una curva logaritmica pro-
medio es dibujada utilizando una computadora y el pro-
grama software génesis, y de esta manera se conoce la
concentracién de IL-1f en las muestras de cultivo.

Resultados

Produccion de interleucina-1p en osteoblastos humanos
Saos-2 estimulados y no estimulados mecanicamente.

La primera columna representa el periodo en tiempo
del control (osteoblastos no estimulados), la segunda co-
lumna representa a osteoblastos estimulados que es el
grupo experimental (n = 5).

Los resultados representan el promedio de =+ error
estandar (SEM)

La prueba de t fue utilizada para determinar diferen-
cia significativa.
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Figura 1. Resultados de la produccion de interleucina-1f.
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*** astadisticamente altamente significativo p <
0.0001

Los resultados demuestran que no hubo produccién
de IL-1B a las 8 horas de estimulo, sin embargo a las 24
(13.5+2.1)48 (23.2 + 1.3) y 72 horas (33.9 + 1.9) se
encontré una diferencia estadisticamente significativa
comparada con el control (p < 0.0001). (Figura 1).

Discusion

Se han desarrollado varios métodos para distorsionar el
citoesqueleto de las células en cultivos celulares.514-2° E|
modelo pionero de caja de Petri desarrollado por Harell y
colaboradores® demostraron que las células del hueso al
ser deformadas mecanicamente, van acomparados por una
serie de procesos bioquimicos. En primera instancia, la ac-
tivacion de la fosfolipasa A, con subsecuente desprendi-
miento del &cido araquiddnico resultando en un incremen-
to de la produccion de prostaglandinas (PGE,) que activan a
la adenil ciclasa; posteriormente, incrementando el calcio
intracelular [Ca?*]' y asi estimulando la sintesis del acido
desoxirribonucleico (ADN).

En este estudio se demuestra que la estimulacion me-
canica de monocapas de cultivos de osteoblastos (Saos-2)
in vitro, no sintetizan interleucina 1p durante las prime-
ras 8 horas, sin embargo a las 24, 48 y 72 horas fueron
detectadas proteinas inmunorreactivas en el medio de
cultivo. La IL-1p tiene un papel importante en la
ostegénesis y resorcion 6sea, que de alguna manera
incrementa el nUmero de osteoclastos mas que la activi-
dad de los ya existentes. Esto fue realizado en estudios a
largo plazo utilizando cultivos de médula 6sea, en donde
se demostré la formacion de osteoclastos.?!2?

La resorcidn dsea se caracteriza por una secuencia
de eventos que incluyen la formacién y migracion de
osteoclastos al sitio de resorcion, que en forma coor-
dinada con los oteoblastos favorecen la degradacién
6sea. Sin embargo, existe una marcada evidencia de
que las metaloproteinsas (MMPSs) y los productos deri-
vados del metabolismo del acido araquidonico (PGE,)
degradan la matriz 6sea a través de los osteoclastos*?
y por lo tanto, la IL-1p incrementa este proceso. Este
tipo de citocina emplea su efecto pleiotropico que ac-
tUa reciprocamente con los receptores especificos de
la pared celular donde se transcriben y aumentan su
actividad para identificar otras proteinas y asi poder
degradar colageno tipo | realizando otras funciones
especificas de los osteoblastos.?3-2°

Desde el punto de vista clinico el aplicar fuerzas
ortopédicas a los maxilares o durante la fase temprana del
movimiento ortodoéncico existe una respuesta inflamatoria
aguda, caracterizada por la vasodilatacion del ligamento
periodontal y migracion de leucocitos fuera de los capila-

res.?2 [ as Interleucinas secretadas por estas células
mononucleares pueden interactuar directamente con cé-
lulas 6seas o indirectamente con células vecinas, tales como
monocitos macrofagos, linfocitos y fibroblastos a través
de la produccion de interleucinas, prostaglandinas o fac-
tores de crecimiento que contribuyen de alguna manera a
la remodelacion 6sea.

Conclusiones

a) Bajo condiciones experimentales controladas el culti-
vo de osteoblastos humanos (Saos-2) in vitro no sin-
tetizan interleucina 1P durante las primeras 8 horas,
sin embargo a las 24, 48 y 72 horas fueron detectadas
en el medio de cultivo en forma significativa compa-
rada con el control.

b) La produccién de IL-1p puede representar un papel
importante durante la remodelacion dsea a través de
los receptores localizados en los osteoblastos, contri-
buyendo a la interaccién de prostaglandinas, factores
de crecimiento y diferentes tipos de interleucinas.

c) Este estudio sugiere que la produccion de citocinas de-
rivadas de osteoblastos humanos (Saos-2) de alguna
manera tienen efectos asociados con la remodelacion
6sea durante el tratamiento ortopédico y ortodéncico.
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