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Introduccidn

El conocimiento en la bioingenieria tisular para lograr regenerar un tejido
después de una lesién o de un dafio causado por un ataque bacteriano ha llevado a la
identificacion y aislamiento de poblaciones de células progenitoras que bajo estimulos
especificos pueden diferenciarse en una poblacidon determinada, recibiendo el nombre
de células madre. Son células clonogénicas capaces de autorrenovacion; es decir son
células no especializadas que se renuevan durante largos periodos de tiempo por
divisién celular; y son capaces de diferenciarse a distintas lineas celulares; esto hace
referencia a que pueden ser inducidas por un estimulo adecuado a diferenciarse a
células con funciones especiales como miocitos, osteoblastos, adipocitos,

condroblastos, etc. *

Las células madre fueron aisladas inicialmente en médula ésea por Friedenstein
y cols. 2 Posteriormente a partir de distintos tejidos adultos: tejido adiposo, piel, retina,
etc. Con referencia al drea dental, hace afios que se pueden aislar de pulpa de diente

definitivo y temporal, asi como de ligamento periodontal.

Segun la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) las células madre
mesenquimales (CMM) se definen sobre la base de tres caracteristicas principales: (1)
su adhesion a plasticos, (2) la expresidn de un conjunto especifico de epitopos de
membrana (por ejemplo: CD73, CD90, CD105), junto con la falta de expresién de los
marcadores hematopoyéticos (por ejemplo: CD14, CD34, y CD45) y el antigeno

leucocitario humano DR (HLA-DR), y (3) su capacidad de diferenciarse en linajes de



osteoblastos, condrocitos y adipocitos. Otras caracteristicas incluyen su
autorrenovacion e hipoinmunogenicidad, haciéndolos hipotéticamente aptos para el

trasplante alogénico, y su capacidad de producir inmunosupresion del trasplante.

En los ultimos afos, la terapia celular y la ingenieria tisular basada en células
madre mesenquimales han adquirido una gran importancia en el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas dirigidas al tratamiento de diversas patologias del sistema
esquelético. Sin embargo, alin son muchas las preguntas sin respuesta que acompafian

a este tipo de técnicas. *

En el proceso de regeneracion dsea se han considerado como importantes,
entre otras, tres proteinas: osteocalcina, osteopontina y osteoprotegerina, que pueden
ser de gran interés para la correcta comprension de la formacion del hueso. Su mayor
0 menor presencia en los cultivos celulares puede ayudarnos a comprender los

mecanismos de formacién de hueso y la capacidad de esos cultivos para generar hueso.

La osteocalcina (OC), también conocida como "bone gamma-carboxyglutamic
acid (Gla) protein (BGP)", es la proteina no coldagena mds abundante de la matriz 6sea

y se caracteriza por ser “vitamina K-dependiente”. °

Aungue la OC es liberada por los osteoblastos durante la formacién de hueso y
se une con la matriz dsea mineralizada, su funcidn precisa en el metabolismo éseo no
ha sido completamente aclarada. Diversos estudios experimentales han demostrado

gue la OC promueve el reclutamiento y la diferenciacién de los monocitos y



precursores de osteoclastos circulantes, lo que sugiere su papel en la interaccion

osteoblasto-osteoclasto, regulando asi la destruccién y formacion ésea. ®* 7 8

La osteopontina (OP) es una glicoproteina secretada por una variedad de
tejidos, incluyendo el hueso, tejidos dentales, renales y vasculares. No obstante, son
sintetizadas y secretadas predominantemente por osteoblastos y osteocitos y esta
asociada con la remodelacion dsea. ° Participan en una amplia variedad de procesos
celulares, tales como la arterosclerosis, remodelacién dsea o la angiogénesis. La OP se
expresa también por muchos tipos de tumores, incluyendo cancer de mama, de
pulmon, gastrico, hepatico, colon y carcinomas de préstata. Ademas de todo ello, la OP
es capaz de reclutar macrdéfagos y neutréfilos y, como se ha mencionado en

. . .y 10
numerosos estudios, la capacidad de promover la progresién de un proceso tumoral.

OP es una importante citoquina proinflamatoria que ha sido fuertemente
vinculada a muchas enfermedades autoinmunes, tales como lupus eritematoso

sistémico. 1!

La osteoprotegerina (OPG) es una proteina producida, sobre todo, por

osteoblastos, células endoteliales vasculares y células del musculo liso. Pertenece a la

12,13, 14

familia del factor de necrosis tumoral. Tiene un efecto “anti-osteoclastico” al

ser un receptor sefiuelo para el activador de osteoclastos RANKL. Por otro lado, parece
ser un importante regulador de la calcificacién vascular y muy importante para

12, 15, 16

mantener la masa dsea. Ademas el tratamiento con células madre

mesenquimales con OPG para la remodelacién ésea conllevan una mayor expresion de



osteocalcina y mayor produccion de depdsitos de calcio en la zona a remodelar en

comparacion con las células mesenquimales control sin OPG. *’

Clinicamente, la OPG puede desempefiar un papel en el desarrollo de la
osteoporosis, enfermedades dseas inflamatorias y eventos de resorcidon dsea. Ademas,
la OPG se ha asociado con la presencia y la gravedad de las enfermedades

cardiovasculares. 3

Como queda remarcado las proteinas OC, OP y OPG, segregadas
fundamentalmente por osteoblastos, son esenciales y desempeian un papel
fundamental para la formacién désea. Por lo que su mayor presencia en el foco donde
se produce regeneracién 6sea puede ser indicativa de una regeneracion mas eficaz. En
cambio, niveles bajos de dichas proteinas pueden suponer una deficiente regeneracion

Osea.

Clasicamente se ha realizado el andlisis de proteinas mediante ELISA o RIA. En
la actualidad, cuando queremos medir varias proteinas simultdneamente tenemos
disponible el sistema Luminex™ que permite mediante un sistema basado en la
citometria de flujo unir en una serie de esferas de poliestireno, anticuerpos marcados
frente a las proteinas a analizar. Esto permite que en una sola lectura de las esferas, el
lector actue de forma similar a lo que en una citometria de flujo seria un marcaje

multiple. Siendo una metodologia absolutamente novedosa.



Justificacion

En los ultimos afios, el avance en terapia celular ha supuesto un gran paso para
las técnicas de regeneracion désea, tanto es asi, que a dia de hoy son numerosos los
trabajos publicados sobre estos temas y el elevado numero de investigaciones que se

18,19, 20, 21 pase 3 que se ha avanzado

han hecho y se siguen haciendo sobre ello.
mucho en el tema, a dia de hoy no se conoce cuales son los cultivos celulares idéneos

para la regeneracion dsea.

Como el objetivo general del grupo de trabajo es la regeneracidn dsea, seria
interesante determinar si el distinto origen tisular de las células madre condiciona o
puede condicionar su capacidad de formacién de tejido dseo. Por otra parte, no
podemos olvidar que en realidad trabajamos no con cultivos monoclonales sino con
cultivos primarios que si bien cumplen como conjunto los criterios de definicién de las
células madre en cuanto a su expresion de epitopos (CD) y su capacidad de
diferenciaciéon, no podemos asegurar que todas y cada una de sus células cumplan
todos los criterios y por tanto estamos trabajando con poblaciones mixtas. Aunque si

gue cumplen los criterios como grupo celular.

Nuestra intencion seria determinar cudl de estas poblaciones mixtas de relativa

facil obtencién y aplicacidn clinica seria preferible en regeneracién ésea.

Como hemos indicado antes, elevados niveles de osteocalcina, osteopontina y

osteoprotegerina son indicadores de regeneracion désea. Es por ello que el propdsito



de este estudio es determinar qué cultivos celulares tienen mayores niveles de las tres
proteinas antedichas y poder determinar, con mas estudios posteriores, cuales son los

cultivos de células madre mejor preparados para la regeneracion dsea.

Hipotesis de trabajo

Los cultivos de células madre mesenquimales de distinto origen expresan

distintos niveles de osteocalcina, osteopontina y osteoprotegerina.

Objetivos

Como ya es sabido, una de las principales aplicaciones clinicas de las células
madre mesenquimales consiste en la reparacion de hueso, demostrado in vivo en
concejos, ratones y en perros con defectos craneo-faciales y defectos de huesos largos

mediante la administracién directa de células madre mesenquimales. 2% 224

No obstante, hay una gran variedad de procedencias de las células madre
mesenquimales, suponemos que cada una con diferente potencial para regeneracion
Osea rapida y eficaz. Es por ello que creemos conveniente comparar distintos cultivos
celulares de células madre y poder determinar cual o cudles podrian ser las idéneas

para la utilizacién en técnicas de regeneracion dsea.



Por ello, hemos analizado la presencia en el medio de cultivo de células madre
mesenquimales procedentes de distintas zonas del organismo la presencia de OC, OP y

OPG.

Por lo tanto, los objetivos del presente trabajo son:

1) Determinar los niveles de osteocalcina, osteopontina y osteoprotegerina de

cultivos celulares de diversos origenes tisulares.

2) Comparar los niveles de osteocalcina, osteopontina y osteoprotegerina entre los

diferentes tipos de cultivos celulares.

Etica
Se obtuvo autorizacién del Comité Etico del Hospital Clinico, que es nuestro

centro de referencia, para la caracterizacion de estas lineas celulares.

Material y método

Cultivos celulares
e Dos cultivos de células madre procedentes de papila apical
e Dos cultivos de células madre procedentes de pulpa dental de diente temporal

e Un cultivo de células madre procedentes de pulpa dental de diente permanente



e Un cultivo de células MG-63, que son células de osteosarcoma humano de tipo
osteoblastico

e Un cultivo comercial de células osteobldsticas humanas procedentes de hueso sano

e Cinco cultivos primarios de explantes éseos

e Un cultivo de células madre procedentes de cordén umbilical

e Un cultivo de células madre procedentes de tejido adiposo

Todos los cultivos excepto los osteoblastos comerciales y MG-63 fueron obtenidos
en el laboratorio de ingenieria tisular de la Facultad de Odontologia de la UCM por

nuestro grupo de investigacion.

También hemos realizado un control de los medios de cultivo utilizados, para

descartar la posibilidad de administracion exdégena de las proteinas a analizar.

Sistema de analisis de muestras

Para este estudio se utilizé “Luminex 200™ System with MILLIPLEX® Analyst 5.1
Software, 40-013”. Luminex 200™ estd basado en citometria de flujo y optimizado
para analizar multiples proteinas con una cantidad minima de muestra necesaria. El
sistema requiere de muestras de bajo volumen y es capaz de llevar a cabo la lectura de
hasta 96 muestras simultdneamente, lo cual facilita en gran medida la recogida de

datos para el estudio.

Ademas gracias a MILLIPLEX® Analyst 5.1 se pueden cuantificar varias proteinas

en una sola muestra.
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Por ello, el instrumento fue utilizado para medir en cada uno de los cultivos la
concentracion de cada una de las proteinas de interés: osteocalcina, osteopontina y

osteoprotegerina.

En nuestro caso se utilizé el kit Human Bone Panel 3 plex, el cual permite la
medicidon simultanea, entre otras, de las tres proteinas de interés: OC, OPG y OP.
Permite un ensayo rapido, sensible y reproducible y solo son necesarios 25uL de

muestra.

Metodologia

Los distintos cultivos se mantuvieron con MEM reconstituido con 15% de suero
fetal bovino (SFB), 1% de glutamina y 5% de antibidtico (penicilina/estreptomicina). El
medio procedente de cada cultivo al realizar el cambio cada tres dias en cultivos
semiconfluentes se congeld a -802C para proceder a su andlisis mediante el kit de
MILLIPLEX® de OC, OP y OPN. Como no tenemos referencias de los niveles que podrian
existir en las muestras analizadas, decidimos realizar una valoracion por triplicado de
cada muestra a concentracion normal y una doble valoracién del medio diluido al 50%
en medio de mantenimiento. Ademads hemos realizado un control de los medios
utilizados, tanto del medio de mantenimiento como de los medios de diferenciacidn

adipogénica y osteogénica de la casa LONZA®
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El kit esta constituido por una placa de 96 pocillos. Se utilizan los primeros 20
pocillos para realizar una curva de referencia mediante los controles proporcionados

por la casa comercial. (Figura 1) Y el resto para las muestras o medios utilizados.

La sistemdtica de trabajo consiste en: se afiaden 200uL de Assay Buffer para
hidratar la membrana base de la placa de ensayo y se retira el exceso mediante una
mdaquina de vacio especifica para el kit comercial. Posteriormente, se afiaden en la
placa: 25uL de Assay Buffer en todos los pocillos, 25uL de standar o control en sus
pocillos correspondientes, 25uL de Assay Buffer en los pocillos de las muestras, 25uL
de medio de cultivo en el Background, standar y control y 25uL de la muestra en los
pocillos adecuados. Por ultimo hay que afiadir 25uL de Mixed Beads (esferas) en todos

los pocillos.

Una vez tengamos lo antedicho, se incuba a 42 C en agitacién durante toda la
noche. Al dia siguiente se retira el liguido mediante la maquina de vacio especifica y se
realizan tres lavados de la placa con 200uL de Wash Buffer. Se afiaden 50uL de
Detection Antibody en cada pocillo y se incuba durante una hora a temperatura
ambiente en agitacion. A continuacion afiadimos 50uL de Streptavidina-Ficoeritrina en
cada pocillo y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se llevan a cabo
tres lavados con 200uL de Wash Buffer aplicando vacio. Por dltimo, se afiaden 100uL
de Sheath Fluid, que es un liquido especifico para permitir la lectura posterior de

Luminex 200™, en cada pocillo y se agita durante 5 minutos.

12



Para finalizar el proceso, se introduce la placa en Luminex 200™ y, tras 30-45

minutos, se obtiene la lectura.

Datatype: Location Result Sample OC (pg/ml) OPG (pg/ml) | OPN (pg/ml)
1 (A1) Background N/A N/A N/A

2 (B1) Background N/A N/A N/A

3(C1) ST1 Invalid 2.72 82.82

4 (D1) ST1 Invalid 1.62 ERROR

5 (E1) ST2 88.41 7.92 161.96

6 (F1) ST2 106.98 6.90 226.02

7 (G1) ST3 424.34 39.18 740.40

8 (H1) ST3 407.21 43.39 830.64

9 (A2) ST4 1308.02 119.66 2956.21
10 (B2) ST4 1457.42 135.32 3179.08
11 (C2) ST5 6090.09 438.54 12160.15
12 (D2) ST5 7866.51 562.46 13930.19
13 (E2) ST6 21791.54 1967.77 42068.41
14 (F2) ST6 27561.45 2676.74 53143.08
15 (G2) ST7 85017.82 7664.26 226593.18
16 (H2) ST7 121182.72 8751.43 195930.33
17 (A3) CN1 537.24 51.77 1686.33
18 (B3) CN1 Invalid 53.47 1723.27
19 (C3) CN2 9999.29 841.63 25985.76
20 (D3) CN2 8663.61 692.39 24253.09

Figura 1. Datos correspondientes a la curva de calibracion o referencia.

Resultados

Se analizaron los medios utilizados en nuestros cultivos para descartar

concentracion alguna de las proteinas de estudio. No encontramos concentracién

13




significativa de dichas proteinas en ninguno de los medios, con la excepcion del valor
de osteocalcina en medio de mantenimiento (obsérvese figura 2), el cual se ha
considerado un error de lectura debido a que en algunos casos se pueden encontrar
agrupacion de las esferas correspondientes al sistema, obteniéndose asi falsos

positivos. (Figura 2)

OC (pg/ml) OPG (pg/ml) OPN (pg/ml)
49 (A7) medio adip <97,656 <2,075 <48,828
50 (B7) medio adip 99,51 <2,075 <48,828
51 (C7) medio mant 141,21 <2,075 <48,828
52 (D7) medio mant <97,656 <2,075 <48,828
53 (E7) medio osteo <97,656 <2,075 <48,828
54 (F7) medio osteo <97,656 <2,075 <48,828

Figura 2. Datos correspondientes a los medios utilizados en los cultivos de interés.

Se recogieron dos datos de cada uno de los cultivos en medio diluido (explicado
anteriormente), obteniendo en algunos casos los datos un poco dispares y tres datos
de cada uno de los cultivos en medio sin diluir, es decir en concentracion normal. Es
por todo ello, que consideramos mas oportuno comentar los datos obtenidos de los
cultivos a concentracidon normal, puesto que en la mayoria de los casos los datos eran
parecidos y se disponia de tres muestras por cada cultivo. Sin embargo, en el caso de la

OPG en la mayor parte de los casos los niveles se encontraban por encima de la curva

14




de referencia, por lo que consideraremos también los datos obtenidos en el medio

diluido. (Figuras 3y 4)

Datatype: Location | Tipo celular OC (pg/ml) OPG (pg/ml) OPN (pg/ml)
21 (E3) papila 1 <97,66 4175,5 447,93
22 (F3) papila 1 310,17 3926,68 544,42
23 (G3) papila 2 <97,66 4025,24 <48.828
24 (H3) papila 2 129,7 4020,38 <48.828
25 (A4) temp 1 216,05 >8500 <48.828
26 (B4) temp 1 141,21 >8500 <48.828
27 (C4) temp 2 272,95 >8500 136,25
28 (D4) temp 2 268,84 >8500 171,73
29 (E4) adulta 240,28 8104,37 492,38
30 (F4) adulta 125,88 >8500 454,38
31 (G4) mgo63 192,09 >8500 <48.828
32 (H4) mg63 152,81 >8500 75,93
33 (A5) osteoblastos <97,66 1578,14 176,53
34 (B5) osteoblastos <97,66 1298,81 161,96
35 (C5) explante 1 103,24 >8500 113,97
36 (D5) explante 1 2241 >8500 156,97
37 (E5) explante 2 168,42 7615,03 75,93
38 (F5) explante 2 240,28 8702,53 61,15
39 (G5) explante 3 264,74 >8500 146,78
40 (H5) explante 3 216,05 7942,82 102,05
41 (A6) explante 4 92,09 6071,07 <48.828
42 (B6) explante 4 200,05 6435,96 <48.828
43 (Co) cordon <97,66 5064,84 892,52
44 (D6) cordon 176,27 5559,52 1046,9
45 (E6) explante 5 306,01 >8500 108,09
46 (F6) explante 5 489,16 >8500 89,44
47 (G6) adiposo 145,07 >8500 156,97
48 (H6) adiposo 277,06 >8500 136,25

Figura 3. Datos correspondientes a los cultivos diluidos en distintos medios.



55 (G7) papila 1 145,07 5748,36 973,08
56 (H7) papila 1 99,51 4718,54 1017,56
57 (A8) papila 1 <97,66 6137,91 895,07
58 (B8) papila 2 103,24 >8500 <48.828
59 (C8) papila 2 240,28 >8500 ERROR
60 (D8) papila 2 129,7 8287,6 <48.828
61 (E8) temp 1 200,05 >8500 102,05
62 (F8) temp 1 114,51 >8500 44,38
63 (G8) temp 1 172,34 >8500 75,93
64 (H8) temp 2 <97,66 >8500 208,63
65 (A9) temp 2 <97,66 >8500 204,18
66 (B9) temp 2 <97,66 >8500 221,73
67 (C9) adulta 176,27 >8500 948,13
68 (D9) adulta <97,66 >8500 793,88
69 (E9) adulta 232,17 >8500 933,06
70 (F9) mg63 240,28 >8500 23,52
71 (G9) mgo63 92,09 >8500 23,52
72 (H9) mg63 129,7 >8500 61,15
73 (A10) osteoblastos |<97,66 3204,31 302,11
74 (B10) osteoblastos [99,51 3399,61 394,96
75 (C10) osteoblastos |129,7 2781,63 441,44
76 (D10) explante 1 114,51 >8500 263,23
77 (E10) explante 1 <97,66 >8500 279,05
78 (F10) explante 1 244,34 >8500 279,05
79 (G10) explante 2 152,81 >8500 146,78
80 (H10) explante 2 114,51 >8500 204,18
81 (A11) explante 2 <97,66 >8500 130,85
82 (B11) explante 3 248,41 >8500 246,99
83 (C11) explante 3 244,34 >8500 255,16
84 (D11) explante 3 232,17 >8500 276,05
85 (E11) explante 4 122,08 >8500 <48.828
86 (F11) explante 4 118,29 >8500 <48.828
87 (G11) explante 4 92,09 >8500 ERROR
88 (H11) cordon <97,66 6908,1 1986,62
89 (A12) cordon <97,66 6490,7 1846,1
90 (B12) cordon <97,66 >8500 1886,73
91 (C12) explante 5 432,93 >8500 166,88
92 (D12) explante 5 331,04 >8500 190,57
93 (E12) explante 5 339,43 >8500 204,18
94 (F12) adiposo <97,66 >8500 255,16
95 (G12) adiposo <97,66 >8500 251,09
96 (H12) adiposo <97,66 >8500 309,64

Figura 4. Datos correspondientes a los cultivos en concentraciones normales en distintos medios.
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Se obtuvieron las medias de los tres datos obtenidos en los medios de cultivo a

concentraciones normales, teniendo las siguientes consideraciones: cuando el valor se

encontraba por debajo de la concentracién de proteina registrable no se tomaba como

valor para las medias, cuando los tres datos estaban por debajo de esa concentracidon

se le asignaba el valor 0 y cuando el valor estaba por encima de la curva de calibracion

se tomaba el maximo valor registrable para cada proteina. En caso de la OPG, se

realizé la misma sistematica con los datos del medio diluido. (Figuras 5y 6)

MEDIAS OC MEDIAS OPG MEDIAS OPN

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
papila 1 122,29 5534,94 961,90
papila 2 157,74 8429,20 0,00
temp 1 162,30 8500,00 74,12
temp 2 0,00 8500,00 211,51
adulta 204,22 8500,00 891,69
explante 1 179,43 8500,00 273,78
explante 2 133,60 8500,00 160,60
explante 3 241,64 8500,00 259,40
explante 4 110,82 8500,00 0,00
explante 5 367,80 8500,00 187,21
mg63 154,02 8500,00 36,06
osteoblastos 114,61 3128,52 379,50
cordon 0,00 7299,60 1906,48
adiposo 0,00 8500,00 271,96

Figura 5. Datos correspondientes a las medias de los tres datos registrados en los medios de cultivo a

concentracién normal.
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MEDIAS OPG (pg/ml)

papila 1 4051,09
papila 2 4022,81
temp 1 8500,00
temp 2 8500,00
adulta 8302,19
explante 1 8500,00
explante 2 8158,78
explante 3 8221,41
explante 4 6253,52
explante 5 8500,00
mg63 8500,00
osteoblastos 1438,48
cordon 5312,18
adiposo 8500,00

Figura 6. Datos correspondientes a las medias de osteoprotegerina de los dos datos registrados en los
medios de cultivo a concentracién diluida.

Discusion

Osteocalcina

Se observan los niveles mas altos de osteocalcina en las muestras de explantes

dseos, encontrandose “explante 5” en el valor mas alto de los medios de cultivo. Por el

contrario, los niveles mas bajos de osteocalcina se encontraron en las muestras

procedentes de cordon umbilical, tejido adiposo y, curiosamente, en una de las

muestras de pulpa de diente temporal.
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Las células madre procedentes de tejidos en relacién dsea observamos que

tienen una mayor tendencia a producir osteocalcina. (Figura 7)

MEDIAS OSTEOCALCINA
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Figura 7. Medias de los valores de osteocalcina en los distintos medios de cultivo a concentraciones
normales.

Osteoprotegerina

En la osteoprotegerina encontramos los valores, en general, por encima del
maximo detectable en la curva de calibracidén, salvo en el caso de osteoblastos que
aparece en concentraciones menores que el resto. También se encuentran
ligeramente por debajo del resto uno de los cultivos procedentes de papila y de cordén

umbilical. (Figura 8).
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Analizados los datos del medio diluido se mantiene la tendencia a estar
disminuidos los valores de osteoblastos, seguido de los medios de cultivo de células

madre procedentes de papila y cordén umbilical. (Figura 9)

MEDIAS OSTEOPROTEGERINA

Figura 8. Medias de los valores de osteoprotegerina en los distintos medios de cultivo a concentraciones
normales.
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Figura 9. Medias de los valores de osteoprotegerina en los distintos medios de cultivo diluidos.

20



Osteopontina

Una de las lineas celulares procedentes de papila (“papila 1”), ademas de los
cultivos celulares procedentes de pulpa dental adulta y de cordén umbilical se
encuentran en los valores mas elevados. Destaca que el medio de cultivo de células de
corddn, que son las mas indiferenciadas, tenga valores elevados de osteopontina con
respecto al resto de medios de cultivo. En el resto de medios de cultivo se aprecian
valores bajos de osteopontina, estando en algunos casos por debajo de la curva de

calibracién. (Figura 10)
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Figura 10. Medias de los valores de osteopontina en los distintos medios de cultivo a concentraciones

normales
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Es importante resefiar que no se encuentran valores parecidos de las tres
proteinas para los medios de cultivo procedentes de células osteoblasticas y células
MG-63, dato que destaca dado que son lineas celulares de comportamiento muy

parecido.

Otro dato que quiza pueda ser relevante es el gran parecido que hay entre las

células MG-63 y las procedentes de explantes dseos. (Figura 11)
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Figura 11. Medias de los datos de osteocalcina, osteoprotegerina y osteopontina de todos los medios de
cultivo
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Conclusién

Podemos decir las siguientes conclusiones con los datos obtenidos:

1. Hemos realizado la determinacién de los niveles de osteocantina, osteopontina

y osteoprotegerina en el medio de cultivo de distintas lineas celulares.

2. Los niveles maximos de osteocalcina se encontraron en: células procedentes de

explantes dseos.

3. Los niveles minimos de osteocalcina se encontraron en: células de corddn
umbilical, tejido adiposo y uno de los medios de cultivo de células de pulpa

temporal.

4. Los niveles de osteoprotegerina se encontraron por encima de la curva de
calibracidn, siendo indeterminable su concentracién exacta en la mayoria de
los casos, excepto en los medios de cultivo de osteoblastos, corddn umbilical y

papila, que se encontraban en valores mas bajos.

5. Los niveles mas altos de osteopontina se encontraron en: células procedentes

de cordén umbilical, pulpa dental adulta y uno de papila.
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6. Los niveles minimos de osteopontina se encontraron en: uno de los medios de
cultivo de células procedentes de papila y otro de explante éseo, seguido de

células MG-63.

7. Aunque es necesario realizar nuevas valoraciones parece encontrarse una
tendencia en la que las lineas procedentes de tejidos dseos producen niveles

mas elevados de osteocalcina y menos niveles de osteopontina.
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