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Revision Bibliografica

I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.- LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS EN BIOMEDICINA

1.1.- La corriente eléctrica, la brujula y el descubrimiento del

Electromagnetismo

La electricidad y el magnetismo estuvieron juntos en la
antigiiedad, aunque no lo sabian, porque 600 afios antes de J.C., Tales de
Mileto descubri6 que frotando la piel de un animal con un trozo de &mbar
- electrén”- adquiria la propiedad de atraer objetos. Sin embargo las
propiedades de los imanes naturales de Tesalia y Magnesia y los
primeros estudios cientificos de la electricidad realizados por Sir
Williams Gilbert
- médico de la corte de la reina Isabel- en los primeros afios del siglo
XVII, siguieron caminos independientes, y hasta el siglo XIX no se
evidencid la relacion tan estrecha entre los campos eléctricos y los
campos magnéticos que fue el origen de un nuevo campo cientifico: el

Electromagnetismo.
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Todo empezd cuando Hans Christian Oersted, profesor de
Ciencias de la Universidad de Copenhague, realizaba una demostracion
cientifica en 1820 y observo que al conectar la corriente eléctrica a través
de un hilo conductor, se movia la aguja de una brujula colocada sobre
una peana de madera [1].

Cinco afios mas tarde, André-Marie Ampére, matematico y fisico
francés, publica la Teoria matematica de los fenomenos
electrodinamicos, en la que expone la Ley de Ampere, que describe las
influencias entre dos corrientes eléctricas que circulan por elementos
conductores: atraen entre si a los elementos conductores cuando son
paralelas y se repelen si son antiparalelas; esta fuerza de
atraccion/repulsion es directamente proporcional a la intensidad de las
corrientes e inversamente proporcional a la distancia entre ellas [2].

Un paso mas en el desarrollo del electromagnetismo lo dio
Michael Faraday en 1831 al descubrir lo que ¢l denomind el fenémeno de
la induccién electromagnética, que senalaba la produccion de una fuerza
electromotriz en un medio o cuerpo expuesto a un campo magnético
variable, o bien en un medio mdvil respecto a un campo magnético
estatico. Lo enuncié como la ley de Faraday que establece que la
magnitud del voltaje inducido es proporcional a la variacion del flujo

magnético [3].
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En 1864, James Clerk Maxwell, establece las ecuaciones de
Maxwell, que relacionan matematicamente los campos eléctricos y los
campos magnéticos, otorgandoles la misma naturaleza de onda que la de
la luz, y denominandose a partir de entonces, ondas electromagnéticas
[4]. Y después ya vinieron descubrimientos en cascada que supusieron el
auge del nuevo campo cientifico. Algunos de los mas significativos
fueron el descubrimiento del efecto fotoeléctrico (emision de electrones
por un material cuando se le ilumina con radiacién electromagnética)
descrito por Heinrich Hertz en 1887, la creacion del primer generador de
corriente alterna por Nicola Tesla en 1888, y el desarrollo en los afios
siguientes de bobinas capaces de generar descargas eléctricas de largo
alcance (bobinas Tesla).

Un paso mas fue la creacion del término “radiacion
electromagnética”, originado a partir de la medicion de la carga del
electron (e = 1,602 176 487(40) x 10" Culombios) por Robert Andrews
Millikan entre 1910 y 1917, y tras la investigacion llevada a cabo por
Hendrik Antoon Lorentz sobre la influencia del magnetismo en Ia
radiacion.

En 1905 Albert Einstein publica la teoria de la relatividad
especial, que surge de la observacion de que la velocidad de la luz en el

vacio es igual en todos los sistemas de referencia inerciales, es decir,
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cuando las leyes del movimiento cumplen la conservacion del momento
lineal (magnitud vectorial que surge del producto de la masa del cuerpo
multiplicada por su velocidad en un momento dado). La teoria de la
relatividad ha contribuido al esclarecimiento de las ecuaciones de
Maxwell para los campos electromagnéticos, y en concreto permite

comprender la unidad esencial de los campos eléctricos y magnéticos.

1.2.- La radiacion electromagnética

El movimiento de las cargas eléctricas en un metal conductor
origina ondas de campo eléctrico y magnético llamadas ondas
electromagnéticas (EM) que se propagan a través del espacio vacio a la
velocidad ¢ de la luz ( ¢: 300.000 Km/s), sin embargo los campos
eléctricos y magnéticos pueden existir de manera independiente, y
entonces se conocen como campos estaticos (v.gr. campos eléctricos
originados durante una tormenta antes de la aparicion del rayo).

Los campos electromagnéticos se describen en términos de
intensidad del campo eléctrico y/o de la densidad del flujo magnético,

utilizandose el Voltio/metro como unidad de intensidad del campo
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eléctrico y el Tesla o el Gauss como medidas de la intensidad del flujo
magnético ( 1 Tesla: 10.000 Gauss).

La radiacion electromagnética tiene la naturaleza de un fenomeno
ondulatorio, y se caracteriza por su longitud de onda y por su frecuencia.
La longitud de onda ( A ), es la distancia que existe entre los puntos
correspondientes a un ciclo completo de la onda electromagnética y se
mide en metros, mientras que la frecuencia es el nimero de ondas
electromagnéticas que pasan por un punto en un segundo, y su unidad es
el Hertz (Hz).

La longitud de onda y la frecuencia se relacionan mediante la formula:
c:Axf

c: velocidad de la luz (300.000 Km/s)
A: longitud de onda (m)

f: frecuencia (Hz)

Como el valor de la velocidad de la luz ( ¢ ) es constante, la
longitud de onda de las sefales electromagnéticas de alta frecuencia es
muy corta, mientras que las sefiales de baja frecuencia tienen una

longitud de onda muy larga.

Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem 7
Cells circulantes



Revision Bibliografica

La radiacion electromagnética también se puede considerar como
el flujo de unas particulas llamadas fotones, y esta dualidad onda-
corpusculo hace que cada foton tenga una energia directamente
proporcional a la frecuencia de la onda asociada, expresada por la

relacion de Planck:

E:hx v

E: energia del foton
h: constante de Planck: 6.6260693 (11)x 10 ** Jx s

v: frecuencia de la onda asociada

Esta relacion explica porque al aumentar la frecuencia de una
onda electromagnética, se genera una mayor energia del foton asociado a
ella. La unidad que mide esta energia es el electrén-voltio (eV).

La clasificacion de las radiaciones electromagnéticas, segun los
efectos bioldgicos, distingue entre radiaciones no-ionizantes 'y
radiaciones ionizantes.

La ionizacion es el fendmeno que produce el desplazamiento de
los electrones de los atomos y de las moléculas, y puede ocasionar

cambios moleculares que desemboquen en alteraciones del ADN celular.
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Los rayos X y los rayos Gamma, dos ejemplos de radiaciones ionizantes
porque tienen fotones de alta energia, desencadenan alteraciones
moleculares y dafio biologico, precisamente porque su absorcion
produciria el fenomeno de la ionizacion.

En contraposicion a estos efectos, las radiaciones no-ionizantes no
son capaces de provocar genotoxicidad, aunque pueden ser nocivas para
el organismo vivo al provocar efectos térmicos de calentamiento y
corrientes eléctricas que pueden alterar la funcion del sistema nervioso y
del sistema muscular [5].

La clasificacion de los campos electromagnéticos no ionizantes
de nuestro entorno, en funciéon de su origen y de su frecuencia (f),
incluye los siguientes grupos:

*  Fuentes que generan campos de frecuencias inferiores a 3 kHz ( 0
Hz <f<3kHz)

1) Campos estaticos ( 0 kHz)

- Trenes de levitacion magnética, sistemas de resonancia
magnética y los sistemas electroliticos en aplicacién industrial-
experimental.

i1) Campos de frecuencias extremadamente bajas ( 30 Hz < f' <

300 Hz)
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- Equipos relacionados con la generacion, transporte o
utilizacion de la energia eléctrica de 50 Hz, lineas de alta y media tension
y aparatos electrodomésticos.

1i1) Campos con frecuencia de 300 Hz a 3 kHz

- Cocinas de induccién, antenas de radiodifusion modulada y
equipos de soldadura de arco.

* Fuentes de campos de radiofrecuencia ( 3 kHz <f < 300 GHz)
1) Desde 3 kHz a 30 kHz (VLF)

- Antenas de radionavegacion y radiodifusion modulada,

monitores de ordenador, sistemas antirrobo.
i) Desde 30 kHz a 300 kHz (LF)
- Pantallas, antenas de radiodifusion, comunicaciones marinas y
aeronauticas, radiolocalizacion.
ii1) Desde 300 kHz a 3 MHz (HF)
- Radioteléfonos marinos, radiodifusion AM, termoselladoras.
iv) Desde 3 MHz a 30 MHz

- Antenas de radioaficionados, aparatos para diatermia

quirargica, sistemas antirrobo.
v) Desde 30 MHz a 300 MHz (VHF)
- Antenas de radiodifusion, frecuencia modulada, antenas de

estaciones de television, sistemas antirrobo.
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vi) Desde 300 MHz a 3 GHz (UHF)

- Teléfonos moviles, antenas de estaciones base de telefonia
movil, hornos de microondas, aparatos para diatermia quirurgica,
sistemas antirrobo.

vii) Desde 3 GHz a 30 GHz (SHF)

- Antenas de comunicaciones via satélite, radares, enlaces por
microondas.

viii) Desde 30 GHz a 300 GHz (EHF)

- Antenas de radionavegacion, radares, antenas de radiodifusion.
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1.3.- Los efectos biologicos de la radiacion electromagnética

1.3.1. Efectos biologicos y efectos adversos para la salud

Hay evidencias claras de que las ondas electromagnéticas

producen cambios en el ser vivo, efectos bidlogicos, que en algunas
circunstancias pueden desembocar en efectos adversos para la salud.
El efecto biologico es el cambio fisioldgico detectable en un sistema vivo
tras la exposicion a la radiacion electromagnética, y se convierte en
efecto adverso para la_salud cuando el efecto bioldgico producido tras la
exposicion a la radiacion electromagnética produce algin tipo de
detrimento de la salud.

En la actualidad tienen especial relevancia las investigaciones
sobre la influencia de los campos de Radiofrecuencia (RF) en los
sistemas biologicos, y la eventual produccion de efectos adversos para la
salud. Los datos mas significativos de los que se dispone son los
siguientes:

*) Campos de RF mayores de 10 GHz: Este tipo de radiaciones

son absorbidas por la superficie de la piel y es escasa la energia que llega

a los tejidos inferiores. La exposicion a estos campos de RF por encima
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de 10 GHz se valora en términos de la intensidad del campo, medida
como densidad de potencia en vatios por metro cuadrado. Para que estos
campos produzcan efectos perjudiciales para la salud, como cataratas o
quemaduras cutdneas, se necesitan densidades de potencia superiores a
1000 w/m” . Estas densidades de potencia tan elevadas no existen en un
entorno propio de la vida diaria, sino en zonas en las que esta prohibida
la presencia humana ( v.gr. proximidades de radares muy potentes).

*) Campos de RF entre IMHz v 10 GHz: Producen efectos

térmicos de calentamiento sobre el sistema biologico expuesto, ¢ incluso
con niveles muy bajos de radiacion consiguen un pequefio aumento de la
temperatura local del organismo expuesto a esta radiacion [6, 7], que
puede ser compensado por los sistemas termoreguladores del organismo,
sin que el individuo llegue a apreciar el cambio de temperatura.

*) Campos de RF inferiores a IMHz: Inducen cargas y corrientes

eléctricas que pueden estimular las células nerviosas y musculares del
organismo. Se miden en términos de densidad de corriente
(Amperios/m?), habitualmente de 10 mA/m” Si las corrientes que
inducen estos campos de RF exceden de forma significativa el nivel
normal de actividad eléctrica del organismo, para lo que deben de superar

los 100mA/m? , pueden producir efectos adversos para la salud.
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*) Campos eléctricos de muy baja frecuencia (ELF): Existen en

presencia de una carga eléctrica, con independencia de que haya corriente
eléctrica. Este tipo de campo eléctrico penetra muy poco en el cuerpo
humano, aunque algunos estudios han sugerido la relacion entre la
exposicion a estos campos y el desarrollo de cancer en nifos [8].

*) Campos magnéticos de ELF: Se producen siempre que haya

una corriente eléctrica, penetrando en el organismo sin apenas
atenuacion. Algunos estudios epidemiologicos asocian este tipo de
campos con el desarrollo de enfermedades hematopoyéticas en nifios [9],
por lo que al igual que en los campos eléctricos ELF, se estan realizando
investigaciones para establecer su grado de influencia sobre los sistemas
celulares.

El modo de vida actual hace inevitable la presencia de numerosas
fuentes de produccion de campos de RF en nuestro entorno, tales como
monitores y pantallas de ordenador, aparatos de radio AM, FM,
microondas, dispositivos de enlace por satélite, etc..., y por ello hay que
subrayar la importancia de las investigaciones que se estan haciendo.

Aunque hay controversia sobre los eventuales efectos adversos de
la RF, y existe un grupo numeroso de expertos que no admiten la
posibilidad de que los campos de RF provoquen otro tipo de respuesta

bioldgica que no sea la térmica, no se excluyen los potenciales efectos
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adversos para la salud, especialmente cuando la tasa especifica de
absorcion (SAR) -medida en watios / kilogramo de masa- es superior a
4w/Kg.

Se estd realizando multiples estudios epidemiologicos y
experimentales, resefiados por Goldsmith y Habash [10, 11] :

*) Estudios epidemioldgicos: mno existe evidencia cientifica

epidemioldgica que relacione la exposicion a bajas dosis de campos de
RF y la aparicion de cancer (Tabla 1)

*) Estudios experimentales:

a) Efectos genotdxicos y efectos cancerigenos: en los ultimos
estudios se concluye, que la exposicion a campos de RF de intensidad
inferior a los niveles que producen efectos térmicos, no generan
alteraciones mutagénicas (Tabla 2). Sin embargo estan siendo estudiados
algunos factores por su posible relacion con la produccion de efectos
genotoxicos tras la exposicion a campos de radiofrecuencia (RF). Se
consideran especialmente significativos la melatonina, el i6n calcio, la
ornitina decarboxilasa (ODC), la proteinkinasa, la Na" - K" ATPasa [12]
y los radicales libres que intervienen en el metabolismo mitocondrial
[13].

b) Efectos sobre el sistema nervioso: existen pocos estudios

concluyentes que hasta el momento hayan mostrado indicios de posibles
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efectos no térmicos a nivel del sistema nervioso. Se han observado
efectos sobre el encefalograma y en la actividad colinérgica de los

animales, pero se desconoce como pueden interferir sobre la salud

( Tabla 3).
Autor Condicion Exposicion RF Resultados
Szmigielski Personal militar RF de radares Tasas altas de
expuesto a RF leucemia y linfoma
Calculada. No
Hocking Proximidad a torres mediciones Alta incidencia de
de TV leucemia en
adultos y nifios
Dolk Proximidad a una No mediciones Céancer de piel y
torre de FM-TV leucemia en
adultos en radio de
2 Km
Dolk Proximidad a veinte No mediciones No asociacion
torres de FM-TV cancer-distancia a
las antenas

Tabla 1. Estudios epidemioldgicos
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Autor Condicion Exposicion RF Resultados
Ratas, in vivo 2,4 GHz, 0,6 -1,2 w/kg Rotura bandas
Lai & ADN células
Singh nerviosas
Ratas, in vivo Intento réplica Lai & Singh No efectos
Mayalpa detectados sobre
ADN
Cultivos células No efectos
Cain fibroblasticas 2,45GHz 1-12,5 w/kg genotoxicos
Potencia dafio
Maes Cultivos células 954 MHz, 1,5 w/Kg genético
sanguineas provocado por
humanas cancerigeno
quimico
Potencia dafio
Scarfi Cultivos de 90 GHz 70 w/Kg genético
leucocitos provocado por
cancerigeno
quimico
No dafnio ADN,
UNEP Estudios in vitro RF diferentes frecuencia e | salvo RF capaces
WHO (revision) elevar
IRPA temperatura
cultivo
No dano ADN,
Verschaeve | Estudios in vitro RF diferentes frecuencia e 1 salvo RF capaces
& Maes 0 in vivo elevar
(revision) temperatura
sistema biologico
Brusick Estudios in vitro RF diferentes frecuencia e I Efectos
0 in vivo genotoxicos solo
(revision) para RF que
generan
hipertermia

Tabla 2. Estudios experimentales: efectos genotoxicos
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Autor Condicion Exposicion RF Resultados
UNEP Estudios in vivo RF diferentes frecuencias e I | No cambios
WHO (revision) barrera H-E
IRPA
UNEP Gatos y conejos RF moduladas en amplitud | Alteraciones
WHO en el EEG
IRPA
Neubauer Ratas 915 MHz-2,45 GHz Incremento
Salford permeabilidad
barrera H-E
Lai Ratas 2,7 GHz 0,6 w/kg Alteracion
actividad
colinérgica

Tabla 3. Estudios experimentales: efectos sobre el SNC

1.3.2. Mecanismos de accion celular de los campos electromagnéticos

Los trabajos experimentales indican que es a nivel celular donde
actiian los campos electromagnéticos, aunque sus receptores especificos
sean todavia desconocidos [14]. La membrana celular que separa dos

compartimientos hidricos, el espacio intracelular y el intersticial, no es
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impermeable, y posee canales por los que discurren facilmente los iones
K" y CI' (sin gasto de energia) y con mas dificultad el ién Na' (con gasto
de energia). En el espacio extracelular predominan las cargas positivas
por el acimulo de iones K* y Na', mientras que en el intracelular
predominan las cargas negativas ( Cl" y aniones proteicos negativos)
ocasionando una polarizacién de la membrana, con una diferencia de
potencial entre el espacio intra y extracelular de -70 a -90 mv.
dependiendo de la célula. En la regulaciéon de esta diferencia de
potencial, juega un papel esencial la bomba sodio-potasio, que es capaz
de expulsar hacia el exterior el exceso de iones sodio y de incorporar a su
interior los iones potasio que habian salido al exterior por difusion
simple. Es un mecanismo activo que consume una gran cantidad de
energia y de oxigeno, y que se altera en los procesos inflamatorios, en los
que se produce una caida del potencial de membrana, invirtiéndose la
bomba sodio-potasio, lo que lleva a una entrada masiva de iones sodio y
agua, y a una salida de iones potasio, que puede llevar a la necrosis
celular cuando el potencial de membrana desciende de -30 mv.

En el organismo vivo, muchos atomos y moléculas se comportan
como dipolos magnéticos, que no tienen porque ser esféricos, pudiendo

orientarse por su didmetro menor hacia el canal celular y atravesarlo, y
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mediante fuerzas externas, por ejemplo los campos magnéticos, cambiar

la orientacion de estos dipolos magnéticos.

Hay diversas hipotesis para explicar la accion de los campos

magnéticos sobre las células, y parece localizarse en los siguientes

niveles:

a)

b)

d)

Aportando energia a la bomba sodio-potasio, equilibrando el
potencial de membrana con el minimo gasto de oxigeno.
Cambiando la orientacion de los dipolos magnéticos.
Restableciendo el equilibrio i6nico de la membrana celular,
actuando a nivel de los canales de sodio [15] y de calcio [16].
Mediante el efecto piezoeléctrico: En los afos 60 el fisico japonés
Fukada [17], descubri6é que las fibras de colageno se comportan
como cristales, confiriéndole al hueso  propiedades
piezoeléctricas, por las que cuando estd sometido a una carga
axial, apareceran cargas eléctricas negativas sobre la concavidad
y positivas sobre la convexidad. Estas cargas se almacenan en la
masa osea modificando su nivel eléctrico (fendmeno de
“electret”). Haimovici [18] observd que en las fracturas oseas, la
formacion del callo 6seo se iniciaba en la zona céncava (cargada
negativamente) mientras que en la zona convexa existia una zona

de falta de reaccion e incluso se producia la reabsorcion 6sea. En
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la actualidad se piensa que la accidon de los campos magnéticos en
la formacion del callo 6seo, se debe tanto a la accion magnética
directa como a la accion eléctrica del campo inducido. Ademas,
para la formacion del callo 6seo se precisa que haya un aumento
en la produccion de coldgeno, y en este sentido se ha comprobado
como los campos magnéticos son capaces de estimular a las
células productoras de colageno (fibroblastos y miocitos) [19].

Activacion de efectos metabolicos: Los campos magnéticos
estimulan la sintesis de acido hialurénico, aumentan la formacion
de fibroblastos y activan la accidon vascular y circulatoria. Los
estudios de Warnke, llevados a cabo mediante termografia,
demostraron la accion de los campos magnéticos sobre la

circulacion sanguinea [20].
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1.4.- Los campos magnéticos

Hasta el siglo XIX, el tinico magnetismo que se conocia era el de
la naturaleza, procedente de las magnetitas (imanes naturales de mineral
rico en hierro), pero a partir del descubrimiento de la relacion entre los
campos eléctricos y los campos magnéticos (ley de Ampere), se
empiezan a generar campos magnéticos al aplicar corriente eléctrica
directa sobre un conductor. El movimiento de estas cargas eléctricas
genera un campo electromagnético alrededor del conductor, propagando
una onda hacia el exterior en las tres dimensiones.

Los aparatos de magnetoterapia son dispositivos que generan un
campo preferentemente magnético (nunca < 90%) y en el que pueden ser
controlados los pardmetros intensidad, frecuencia, tiempo, forma de la
onda y sentido del campo. Como conductores de la corriente eléctrica,
para la formacioén de los campos magnéticos (efecto electromagnético),
se utilizan solenoides de campo interior o bobinas de proximidad

(Imagen 1).

22  Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem
Cells circulantes



Revision Bibliografica

Imagen 1. Solenoide de 30 cm

El predominio absoluto del campo magnético sobre el campo
eléctrico, distingue estos aparatos de los de electromagnetoterapia, en los
que los campos magnéticos y eléctricos generados presentan valores
similares.

Los parametros imprescindibles, que deben de calcularse siempre
para definir las caracteristicas del campo magnético,son la intensidad y la
polaridad. La intensidad del campo magnético generado por una corriente

continua (corriente galvanica) se obtiene con la siguiente formula:
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Intensidad del Campo Magnético

numero de espiras bobina X Intensidad corriente (amperios)

Diametro de la bobina (cm)

La polaridad del campo magnético se obtiene usando imanes
naturales y fijos marcados previamente con Norte y Sur, de tal forma que
conociendo la polaridad de un iméan y sabiendo que las lineas de fuerza
magnética emergen del Norte y vuelven al Sur por el exterior del
solenoide, en el interior del mismo seguirdn el camino inverso.

La clasificacion de los campos magnéticos se basa en pardmetros
tales como la polaridad y la duraciéon del pulso, que en definitiva van a
determinar los tres tipos de campos magnéticos.

a) Campos magnéticos continuos: Es un tipo de campo generado

por una corriente continua que mantiene siempre la misma polaridad (N)-

(S).

b) Campos magnéticos alternos: Estan compuestos por ondas
sinusoidales positivas y negativas, y naturalmente la polaridad (N)-(S)
cambia constantemente a la misma frecuencia que las ondas eléctricas.

c) Campos magnéticos pulsados (PEMF): Pueden estar

compuestos por pulsos cuadrangulares, sinusoidales o triangulares, pero
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mantienen siempre la misma polaridad (N)-(S) durante el tiempo que
duran los pulsos [21].

Recientemente [22] se ha disefiado un generador de PEMF, para
el estudio de los condrocitos, que permite programar la forma de las
ondas, con un microcontrolador Atmel ATMEGA 168, para conseguir
campos magnéticos entre 0.5 mT y 4.5 mT, con pulsos de 6 ms a 100 ms

y un ciclo 1util del 1% al 100%.

1.5.- El uso clinico de los campos magnéticos

En 1979, la FDA (the Food and Drug Administration) aprobo el
uso de los campos electromagnéticos pulsados (PEMF) para el
tratamiento de los retardos de consolidacion de fracturas [23]. En la
practica clinica, los generadores de campos magnéticos mas utilizados
son los solenoides de nucleo de aire, ya que producen campos
magnéticos mas homogéneos, de baja y media intensidad (0-100 Gauss)
y pulsantes (0-100 Hz). Las densidades de campo o intensidad empleadas

son incapaces de producir toxicidad celular, mientras que el empleo de
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intensidades mas altas debe realizarse con extrema precaucion y con
experimentacion animal previa.

Se han descrito multiples entidades nosoldgicas en las que se
puede aplicar la terapia magnética, pero tanto la evidencia cientifica
como la clinica sefialan al aparato musculo-esquelético, al aparato
vascular, a la piel y al sistema nervioso periférico como las principales
dianas, en las que la terapia con campos magnéticos se ha mostrado mas
eficaz.

a) Aparato musculo-esquelético: las patologias musculo-

esqueléticas (alteraciones tendinosas, ligamentarias y musculares) son el
campo de aplicacion mas frecuente de la terapia con campos magnéticos
después del de la estimulacion 6sea. En la ultima revision Cochrane
sobre el uso de la magnetoterapia, se ha observado que la osteoartritis de
rodilla es la entidad que més se beneficia de éste tratamiento [24]. La
pseudoartrosis y los retardos de consolidacion dsea tras fractura son las
indicaciones principales de la magnetoterapia, y hay multiples estudios
sobre el uso de campos magnéticos y la estimulacion osteoblastica, que
comprueban la disminucion del plazo de recuperacion de los pacientes
con retardos de consolidacion, destacando los de Haimovici [18] y los de

Bassett en 1985 [25] .
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b) Aparato vascular: se han obtenido excelentes resultados con el

uso de campos magnéticos a intensidades elevadas en la patologia venosa
periférica (flebitis y tlceras varicosas). A intensidades mas bajas también
se observan unos resultados muy satisfactorios, tanto subjetivos
(disminucion del dolor) como objetivos (mejoria flujo medido por
doppler y teletermografia) en el tratamiento de las arteriopatias cronicas
obstructivas de miembros inferiores.

c) Piel y anejos: los trabajos llevados a cabo por Patifio y cols.
[26] demostraron una mayor rapidez de cicatrizacion de las heridas
provocadas en ratas con la aplicacion de campos magnéticos pulsados de
20 mT de intensidad. En estudios posteriores, se ha comprobado que el
uso conjunto de campos magnéticos pulsados y laser, disminuyen todavia
mas los plazos de cicatrizacion. La dermatitis atrofica es otra entidad que
responde bien al uso de campos magnéticos a intensidades bajas (15-20
Gauss).

d) Sistema nervioso periférico: debido a la accidon proangiogénica

y de estimulacién neurdgena, son las neuropatias periféricas las que mas
se benefician del uso de los campos magnéticos pulsados. Musaey y cols.
[27] observaron una mejoria clinica y electroneurografica en pacientes
con polineuropatia diabética en estadios iniciales, tratados con campos

electromagnéticos pulsados (frecuencia de 10 Hz) y de baja intensidad.
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2.- LAS STEM CELL CIRCULANTES

2.1.- Introduccion

El concepto Stem Cell (SC) define la capacidad que tienen
algunas cé€lulas para renovarse y para dar lugar a células especializadas
[28]. Los mecanismos implicados en la proliferacion y la diferenciacion
especifica (“commited”) son muy complejos y en gran parte
desconocidos.

Las primeras evidencias que demostraron la presencia de
precursores capaces de reconstituir la hematopoyesis se produjeron en los
afnos 60, cuando Till y Mc Culloch [29] trasplantaron médula 6sea sana a
ratones singénicos sometidos a irradiacion letal. A los diez dias se
detectaron colonias celulares en el bazo de los receptores, que
posteriormente se diferenciaban hacia las tres series hematopoyéticas. A
estas células multipotenciales se les denomindé CFU-S (colony-forming-
unit spleen) [29, 30].

Estas células no identificables morfoldogicamente mantenian una
relacion lineal entre la cantidad de células infundidas y las colonias

producidas, lo que sugeria el caracter clonal [31], demostrando ademas
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su capacidad para autorenovarse [32] y diferenciarse hacia las demas
lineas celulares.

Estos hechos perfilaron a las CFU-S del raton como células
germinales de la hematopoyesis, multipotenciales [33,34] con
caracteristicas heterogéneas de densidad, tamafo, adherencia y capacidad
de autorenovacion y diferenciacion [35-38].

En 1978 Fausner y Messner [39] cultivando células de médula
6sea humana en medio de metilcelulosa, demostraron la presencia de
células germinales capaces de autorenovarse y de diferenciarse hacia
todas las lineas hematopoyéticas.

A este progenitor pluripotencial se le denominé CFU-GEMMeg
(unidad formadora de colonias granulociticas, eritroides, macrofagicas y
megacariociticas) y se le considerd el equivalente humano de la CFU-S
murina.

Desde entonces el estudio de las SC ha tenido un progreso tan
significativo que ha llevado hasta la actual “medicina regenerativa”
teniendo como eje Dbasico los trasplantes de progenitores
hematopoyéticos inicialmente de origen medular y después de sangre
periférica. Esta bien establecido que las funciones de las SC incluyen el
mantenimiento de la homeostasis celular en equilibrio con la apoptosis y

la regeneracion del tejido dafnado, sin embargo, no estan claros los
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mecanismos implicados por las dificultades que presenta la demostracion
de las caracteristicas de las SC cultivadas y el proceso de diferenciacion

hacia lineas tisulares.

2.2.- Caracterizacion celular

Basados en la funcionalidad observada en los cultivos de SC, se
han establecido cuatro tipos que reflejan sobre todo su capacidad de
diferenciacion [40].

- SC Totipotente : es capaz de producir todos los tejidos y por definicion
esta presente en el 6vulo fecundado. Es el ejemplo mas evidente de SC
embrionaria, capaz de desarrollar las tres capas germinales: mesodermo,
endodermo y ectodermo.

- SC Pluripotente : reproduce mas de 200 tipos celulares y fueron
aisladas por primera vez en 1998 a partir de embriones y tejidos fetales
[41]. Recientemente han sido descritas las MSC (Mesenchymal Stem
Cell) como células pluripotentes [42].

- SC Multipotente : da lugar a todos los tipos celulares de un mismo

tejido. Es lo que ocurre con los progenitores hematopoyéticos (HSC).
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- §C Unipotente : se diferencia exclusivamente hacia una linea celular de
un tejido, v.gr. las CFU-Meg que soOlo pueden evolucionar hacia
megarioblastos/megacariocitos.

La separacion entre Stem Cell Embrionarias (SCE) y Stem Cell
Adultas (SCA) esta basada en la localizacion y en su potencialidad de
diferenciacion.

Las SCE estan en el blastocisto y en el embrion antes de su
implantacioén en el utero y su capacidad de diferenciacion es ilimitada.
Las SCA son células indiferenciadas localizadas en tejidos adultos
diferenciados y con unas posibilidades de diferenciacion limitadas. Los
rasgos diferenciales de estos dos tipos estan resefiados en la Tabla 4.

La lista de tejidos adultos que contienen SC Adultas esta
creciendo e incluye médula 6sea, sangre periférica, cerebro, médula

espinal, vasos sanguineos, musculo esquelético, cornea,...
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STEM CELL ADULTA (SCA) vs STEM CELL EMBRIONARIA

(SCA)
ESC SCA
Tejido origen Blastocisto Presente en diferentes

tejidos

Propiedades | Proporcionan ilimitadas células Mantener la
simétricas sin diferenciar homeostasis durante
toda la vida del
organsimo
Cariotipo No alteraciones cromosomicas No alteraciones
cromosomicas
Multipotente (HSC)
Potencialidad | Pluripotente, dando ecto, mesoy | Unipotente ( SC de la
endodermo piel)
Excepcion: MAPc
(Multipotent Adult

Progenitor cells)

Clonicidad

Una célula reproduce una
colonia de células idénticas con
las propiedades de la original
(clon).

Expresan transcripcion del
factor Oct-4

Una célula reproduce
una colonia de células
diferenciales sin las
propiedades de la
original.
Mecanismos
moleculares
desconocidos

Ciclo celular

Sin G1
La mayoria del tiempo en fase S
(sintesis de DNA)
No necesita estimulo externo

Estado quiescente
Necesita estimulo
externo

Tabla 4. Tomado de Lemoli, RM y cols . 2005
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2.3.- Regulacion celular de las Stem Cell

La mayoria de la informacion sobre SC adultas humanas procede
de estudios de células de médula 6sea y sangre periférica, que en los
ultimos afios ha incluido la identificacion de la MSC, que es el
microambiente que permite el desarrollo de la hematopoyesis y es capaz
de diferenciarse en tejidos originados de las tres capas germinales.

Hasta ahora se considera como un hecho probado que la
proliferacion y diferenciacion de las stem cells adultas sigue una
secuencia progresiva que parte de la stem cell quiescente y que por la
influencia de las citoquinas y del microambiente entran en ciclo celular
[43].

Sin embargo a pesar de que esta concepcion es la mas
generalizada y de la que parten la mayoria de las hipodtesis
experimentales, no hay un modelo tnico para definir la evolucion de las
SC, y aunque casi siempre se da por hecho que hay una jerarquia
progresiva en los estadios de maduracion y diferenciacion (modelo
Jjerdrquico), en los ultimos afos tiende a contraponerse este modelo a
otro mas abierto que incluye la posibilidad de que una misma SC pueda

volver sobre sus pasos y cambiar el fenotipo para hacerse mas inmadura
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(modelo cinético) [44], tal como queda reflejado en la Figura 1

modificada de Lemoli, RM y cols. 2005 [40].

MODELOS DE REGULACION DE LAS STEM CELL ADULTAS

MODELO JERARQUICO

AUTORRENOVACION D
INJERTO
COMPROMETIDAS DIFERENCIACION CELULAS
: ADULTAS

HSC PROGENITOR/PRECURSOR
EXPANSION HEMATOPOYETICA
ESTIMULO MEDIADA POR CITOQUINAS
MICROAMBIENTAL
MODELO CINETICO

AUTORRENOVACION AUTORRENOVACION
INJERTO CAMBIO DE INJERTO
FENOTIPO
_——
- COMPROMETIDAS == >
HSC

CAMBIO DE
TRANSDIFERENCIACION (?)

HSC FENOTIPO
CD34" (?) cD34" (2)

QUIESCENTE EN CICLO
ESTIMULO

MICROAMBIENTAL

Figura 1. Modelos de regulacion de las SC Adultas.

Modificado de Lemoli, RM; Haematologica 2005.
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2.4. Fibroblast-like circulantes

Los fibroblastos son viejos conocidos, que se originan en el
mesénquima embrionario y que luego en el tejido conjuntivo adulto
reparan las lesiones. La produccion de lesiones en el tejido subcutaneo de
la rata probaba la répida aparicién de las células de sangre periférica y
posteriormente de otras células alargadas con morfologia fibrobléastica,
que siempre se atribuyeron al reclutamiento que se producia en el tejido
conectivo adyacente a la lesion. Sin embargo, ya en 1902 Maximow
describi6 la metaplasia de monocito a fibroblasto en exudados estériles
de conejos, aunque el mismo reconocia que era una aportacion
dificilmente aceptable para los hematdlogos mas ortodoxos. Por las
mismas fechas Alexis Carrel también comunicé el hallazgo de
fibroblastos a partir del cultivo de monocitos, pero la metodologia no
estaba clara, y en 1935, JK Moen, usando los mismos cofres de Carrel,
observa algunas “colonias tipicas de fibroblastos”, al seguir el
crecimiento de células mononucleares obtenidos por irradiacion de la
pleura en cerdos. En los afos 1930 al 1940 se propuso a los linfocitos,
previamente transformados en monocitos, como posibles precursores del

fibroblasto, afirmacion que no pas6 de una mera elucubracion [45].
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La consideracion del fibroblasto como una célula circulante fue
un concepto que despertd una fuerte oposicion, y desde luego quedo
bastante relegada en los afios siguientes, con alguna excepcion como la
observacion de Petrakis [46], que describia la presencia de un
“mesenchymal progenitor cell pool” en las células mononucleares de
sangre periférica y la presencia de particulas de tinta India en los
macrofagos primero y en los fibroblastos después. Desafortunadamente
estos hallazgos no tuvieron la relevancia adecuada y el concepto del
fibroblasto originado en sangre periférica sigui6 relegado.

Aunque su nombre refleja la morfologia fusiforme caracteristica
(fiber-blastos), también se identificaron formas redondeadas con alguna
prolongacion citoplasmatica y otras variantes achacables a la edad que
distinguen entre el fibroblasto joven y el fibroblasto viejo o Fibrocyte. La
realidad es que la morfologia del fibroblasto parece ser muy variopinta,
como sus funciones, y los nombres se han ido sucediendo para ajustarse a
los hallazgos. En 1957, Theodore T. Puck introdujo el término
Fibroblast-like en un estudio [47] sobre el crecimiento clonal in vitro de
células humanas con morfologia fibroblastica para integrar las
variaciones morfologicas de los fibroblastos y diferenciarlos de las

células epitelioides, pero el nombre hizo fortuna, y desde entonces se
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viene usando para referirse a las formas fibroblasticas con funciones de
stem cell [48].

Desde luego, el gran salto en la comprension de la fisiologia de
los fibroblastos se produjo con la introduccioén de los métodos de cultivo
de medula 6sea humana a largo plazo [49], con sus tres fases tipicas de
crecimiento ( fase mieloide, fase esférica y fase fibroblastica ) y su
sistematizacion sobre substratos de vidrio [37] en los afios 50. Pero atn
tuvieron que pasar casi treinta afos para que se caracterizasen las células
de médula 6sea formadoras de colonias de fibroblastos (F-CFC) en
cultivos en medio liquido, con inmunofluorescencia usando anticuerpos
monoespecificos para la presencia y distribucion de la fibronectina y los
tipos de colageno [50, 51]. También se hicieron estudios morfoldgicos
comparativos en cultivos de médula dsea obtenidos de humanos, perros y
ratones [52] y se describieron las relaciones de los fibroblastos medulares
con la activacion de la CSF y el crecimiento de CFU-GM en enfermos de
aplasia medular [53], su influencia en la regulacion de la linfopoyesis
canina [54] o la posibilidad de que los fibroblast-like de embrion de
raton, tuvieran la capacidad de diferenciarse en macrofagos [54].

La identificacion de los fibroblast-like / F-CFC en cultivos de
médula 6sea y de distintos tejidos en humanos y animales, contrastaba

con la ausencia de estos mismos hallazgos en la sangre periférica, y en
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ninguno de los cultivos en medio liquido de humanos, perros o ratones
[54] se pudo demostrar la presencia de células fibroblasticas. Los
Fibroblast-like atn eran invisibles en la sangre periférica.

Los Fibroblastos/Fibroblast-like aparecen en los cultivos de
monocitos de sangre periférica. En 1987 al cultivar células adherentes
de sangre periférica de origen humano, Goémez-Casal y cols. [55],
describieron la presencia de células fibroblasticas al 5° dia del cultivo,
observando la formacién de colonias F-CFC a los quince dias de la
incubacion (Imagen 2). Se us6 una modificacion a la metodologia de
Kaneko y cols. [56] para los cultivos de células medulares y se hizo un
intento de caracterizacion citoquimica (peroxidasa, fosfatasa alacalina,
esterasas 'y NBT test) e inmunologico (OKT3, OKT9,0KTI10,
OKTI11....) que no registr6 diferencias con los fibroblastos obtenidos de
médula d6sea, y que demostraba positividad al NBT test, al anticuerpo
monoclonal D-Macrophage y a la alfa-naftil acetato esterasa sugiriendo
la existencia de actividad fagocitica. También se estudio la incidencia de
los farmacos y de algunas enfermedades en el comportamiento del
cultivo y se evidencié que el diclofenaco sodico y la mepivacaina
inhibian su crecimiento mientras que la hidrocortisona a dosis de 0.05
mg/ml incrementaba la proliferacion fibroblastica. Algunas hemopatias

como la leucemia mieloide crénica y los linfomas no Hodgkin o los
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tratamientos  citostdticos  previos  también  modificaban
comportamiento en cultivo [57].
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Imagen 2. Células fibroblastoides al 5° dia de cultivo. Tincion de May-
Griinwald-Giemsa.
En 1997 Bucala [58] describi6 una nueva subpoblacion
leucocitos que mediaba la reparacion tisular, formada por fibrocitos

Siguié la metodologia habitual, incluyendo la adicion de un 20%

su

de

n

cultivos de células adherentes de sangre periférica humanas y de raton.

de

suero bovino fetal (SBF) y la deplecion de células no adherentes por
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aspiracion y a intérvalos semanales los cultivos eran repuestos con medio
fresco. Los estudios morfoldgicos se realizaron después de 6 semanas de
cultivo, incluyendo inmunofluorescencia, analisis FACS y analisis por
microscopio electronico. Las células proliferantes tenian una morfologia
en forma de huso muy similar a la de los fibroblast-like y desde entonces
fueron bautizadas como Fibrocytes. El andlisis con FACS requeria la
recoleccion de las células por raspado suave y trituracion e incubacion
directa con anticuerpos. La observacion de los resultados identifica a los

Fibrocytes con el siguiente patron:

o Positivo : Colageno I y 11, Vimentina, Fibronectina,
CDI11,CD18,CD34,CD45,CD71
° Negativo : Esterasas, Citokeratina, F. Von Willebrand,

Desmin, CD14,CD33,CD38,CD25,CD54,CD56

Del andlisis de estos datos, y especialmente de la positividad al
CD34, a la Vimentina y al Colageno I, surgi6 la hipotesis que atribuye al
Fibrocyte la identidad de una poblacién circulante de precursores

fibroblasticos no comprometidos o indeferenciados que probablemente
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tendria un origen medular. Por primera vez los Fibroblast/Fibroblast-like
se hacian visibles en sangre periférica con el nombre de Fibrocytes.

Las seiias de identidad del Fibrocyte. La expresion de
marcadores de superficie de los fibrocytes se fue completando en los 10
afos siguientes a su descubrimiento, hasta lograr un perfil muy
especifico. Pilling et al en 2003 [59] partiendo de PBMC depleccionadas
de células T con anti-CD3, células B con anti-CD19, monocitos anti-
CD14 o todas APCs con anti-HLA de clase II, y luego cultivadas en
condiciones libres de suero, demostrd que los Fibrocytes crecian a las 72
horas cuando no se habian excluido los monocitos y las APC. La
determinacion de marcadores de superficie la hizo a los 5 dias de cultivo,
mediante inmunohistoquimica; -en los estudios anteriores se hicieron a
las seis semanas y con FACS-, y ampliando los marcadores de 31 a 58.
Los resultados fueron equivalentes con la excepcion de la a-actina de
musculo liso y el CDI1a que en el estudio inicial eran negativos. El
nuevo perfil de identidad de los Fibrocytes, que extendia el fenotipo a los
receptores de quimioquinas y a la familia de las integrinas quedd

nuevamente establecido:
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o Positivo : CD11a;CD11b;CD45;CD80;CD86;MHC clase II;
coldgeno I; fibronectina; receptores de las quimioquinas
(CCR3;CCRS5;CCR7;CXCR4 y actina o de musculo liso). Integrinas
(CD49a,CD49b,CD49¢,CD29,CD61 y CD138)

° Negativo CD1a;CD3;CD19,CD38. Integrinas (a3,

o4, a6, a4PB7, oE y Ag cutaneo asociado a linfocito)

Aunque los criterios de identificacion de los Fibrocytes cada vez
son mas especificos, los mecanismos implicados en su diferenciacion atin
son en gran parte desconocidos. Se han descrito algunos factores
plasmaticos que inhiben la diferenciacion de los Fibrocytes, y en este
mismo sentido se evalua el papel del Serum Amyloid P (SAP) en la
diferenciacion del fibrocyte. Se comprobd que la presencia en el plasma
de niveles de SAP entre 10 y 0.1% producia una disminucién
significativa de los fibrocytes que volvian a proliferar rapidamente a una
concentracion plasmatica del 0.01% o cuando se calentaba el suero a
95°C. También se observo que los agregados de IgG tenian capacidad
para inhibir la diferenciacion del fibrocyte, sugiriendo la hipdtesis de que
la activacion de los receptores para Fc de la IgG, el mismo sitio donde se

une el SAP, podria ser una sefial especifica para la diferenciacion
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fibrocitica, porque estos hechos no ocurrian con los agregados de IgA,
IgE or IgM [60].

Por otra parte se han resaltado las condiciones que favorecen la
diferenciacion de los fibrocytes en humanos y en ratones, subrayando el
papel relevante de las células T y de la TGF-B1 [61]. Desde luego los
linfocitos T son imprescindibles para la diferenciacion fibrocitica, y se
comprueba que la proporcion 6ptima CD14+/célula T es 3:1; también se
observa que la adicion de TGF-B1 (1-10 ng/ml) en los cultivos, entre los
dias 3 y 10, produce un gran acimulo de fibrocytes e incrementa la
expresion del Colageno I de manera dosis-dependiente. El papel del
TGF-Bl se extiende a promover la diferenciacion morfologica y
funcional de los miofibroblastos [62] y a aumentar la contractilidad y la
expresion de o-actina de musculo liso de manera dosis-dependiente,
como se comprueba en los cultivos con coldgeno a los que pueden
contraer un 20%, en contraste con las PBMC.

Los fibrocytes también tienen la capacidad de segregar citokinas
inflamatorias, y el estudio del mRNAs de cé¢lulas aisladas procedentes de
lesiones implantadas en ratones, que expresan IL-1B, IL-10, TNF-a,
MIP-1a, MIP-B, MIP-2, PDGF-A, TGF-f1y M-CSF [63], o factores

proangiogénicos incluyendo VEGF, bFGF, IL-8, PDGF y factores de
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crecimiento hematopoyético que promueven la proliferacion endotelial
[64].

Se descubre la implicacion del Fibrocyte en la inmunidad y en
algunas enfermedades. La evidencia que proporciono la citometria de
flujo de que los fibrocytes expresan marcadores de superficie implicados
en la presentacion antigénica como las moléculas de clases II HCM
(HLA-DP, DQ y DR), moléculas estimuladoras (CD80,CD86) y
moléculas de adhesion (CD11a,CD45,CDS5S8), sugeria la implicacion de
los fibrocytes en la inmunidad. Para comprobar la capacidad de los
fibrocytes para activar células T alogénicas en una reaccion mixta de
leucocitos, se comparo6 con la capacidad presentadora de antigenos de los
monocitos y de las células dendriticas, y los resultados medidos por la
intensidad  fluorescente  relativa con ficoeritrina-conjugada o
isotiocianato conjugado con mABs, demostraron que los fibrocytes
inducian una respuesta mas elevada que los monocitos y menor que la de
las células dendriticas.

También se estudio la respuesta funcional in vivo con fibrocytes
purificados de ratéon, provocando una lesion en los ganglios linfaticos
regionales, y se detectd un 5% de los fibrocytes marcados en el ganglio
linfatico popliteo [65]. Estos datos incluyen a los fibrocytes como una

célula potente presentadora de antigenos.
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La relacion entre la respuesta inflamatoria y la localizacion de los
fibrocytes en tejidos fibrdticos hace sospechar su implicacion en la
patogenia de un gran numero de enfermedades [66] y en los tltimos afios
se ha observado su espectacular crecimiento en los pacientes quemados,
en relacion directa con el nivel de TGF-B1 y la superficie quemada
(mayor del 30%) [67], su actuaciéon en una nueva enfermedad llamada
dermopatia nefrogénica fibrosante [68], y se le reserva un lugar relevante
en la leishmaniasis [69].

El papel de los fibrocytes en la enfermedad sigue
incrementdndose y ya se les asocia con lesiones cutdneas, fibrosis
pulmonar, tumores, queloides y en general en todos los procesos que
incluyen fibrosis patolégica [70]. Recientemente también se le ha
adjudicado la regeneracion del tejido pulmonar, incluyéndolos en la

patogenia de la neumonia intersticial idiopatica [71].
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2.5.- Mesenchymal Stem Cell

Las MPSC (Stem Cells Progenitoras Mesenquimales) son células
multipotentes capaces de diferenciarse en varios tejidos mesenquimales,
como son el dseo, cartilaginoso, graso, tendinoso y muscular. El estudio
de las MPSC abre una alternativa a las SC embrionarias (ES) y a su
aplicacion terapéutica.

“Mesenchyme” deriva, principalmente, del tejido mesodérmico
embrionario y da lugar a gran nimero de células del tejido conectivo del
adulto. Generalmente, en esta definicion se incluyen los fibroblastos,
osteoblastos, condrocitos, miocitos [72].

Los términos MPC y MSC poseen caracteristicas comunes, como
son la autoregulacion, la diferenciacion en varias lineas a partir de una
c€lula, y la reconstitucion de los tejidos de los cuales deriven, de ahi
muchas veces la dificultad de diferenciarlos. En la médula 6sea las MSC
interactian cé€lula-célula con el sistema hematopoyético para su
proliferacion y diferenciacion.

La dificultad radica en la identificacion de marcadores de
superficie de las MSC o MPC, y si éstas son capaces de reparar los

tejidos mesenquimales dafnados. Existen marcadores celulares comunes
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( CD 34+, CD 38-, HLA DR-) entre las HSC y MSC pudiendo postularse
un origen comun. Posteriormente, la expresion del marcador de
superficie CD50, determina el origen de una serie celular u otra.

De tal manera, las células CD50- ,CD34+ dan lugar a la linea
mesenquimal y las CD50+, CD34+ dan lugar a la linea hematopoyética
[73].

Se acepta que el inmunofenotipo de las MSC presenta antigenos
HLA de clase I siendo negativos para el HLA-DR. La tabla 5 recoge el
patrén inmunofenotipico de las MSC segun algunos autores [74].

Tras la demostracién y caracterizacion de las MSC en médula
Osea, se plantea la posibilidad de que estas células progenitoras estén
presentes en sangre periférica.

Los primeros intentos para encontrar la MSC circulantes se
hicieron en colecciones de precursores celulares de sangre periférica
(PBPC) que habian sido movilizados con GM-CSF, y desde luego los
resultados fueron contradictorios, porque unas veces no se detectaban, y
cuando se encontraban se achacaban a un “salto” de las MSCs medulares
movilizadas. Fernandez y cols. en 1997 [75] describieron células del
estroma en los PBPC de 14 pacientes con cancer de mama, movilizados
con G-CSF y GM-CSF; sin embargo Lazarus y cols. no consiguieron

reproducir estos resultados [76] y Wexler y cols. [77] y Koc and Lazarus
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[78] tampoco lograron demostrar la presencia de MSCs en sangre
periférica y en el cordon umbilical. Recientemente da Silva Meirelles y
cols. [79] en cultivos a largo plazo de raton adulto, consiguieron generar
MSCs en casi todos los 6rganos y en los grandes vasos y sin embargo no
las detectaron en sangre periférica.

En contra de estos hallazgos, los trasplantes hematopoyéticos de
progenitores periféricos han aportado las primeras evidencias de la
presencia de MSCs circulantes. Villaron y cols. [80] demostraron el
injerto de MSCs aldgénicos de sangre periférica en la médula 6sea de 2
enfermos con mieloma transplantados y también las detectaron en PBPC
movilizados, y Dickhut y cols. [81] comprobaron trasplantando
productos de leucaféresis, que todas las MSCs circulantes del receptor
eran del donante; resultados similares fueron registrados por Poloni y
cols. [82] a los 60 dias del transplante.

También se han ensayado varios métodos para mejorar la
seleccion de estas MSCs circulantes. Tondreau y cols. [83] compard
varios métodos de separacion que incluyeron la adhesion al plastico, sola
y suplementada con suero bovino fetal, y la selecciéon con anticuerpos
monoclonales de CD135-positivos. Observo que la fraccion de células
CDI135 contenia mas células mesenquimales y con un mayor potencial

proliferativo que los obtenidas por adherencia al plastico. La utilizacion
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de microcamas de fibrina también parece conseguir un buen rendimiento
en la seleccion, especialmente cuando hay pocas células [84].

En los ultimos afos se han ido acumulando evidencias que
sugieren claramente la presencia de MSCs en sangre periférica, aunque
aun no dispongamos de un perfil identificador undnime ni podamos

explicar los mecanismos implicados en su movilizacion y en su

diferenciacion.
INMUNOFENOTIPO DE LAS MSC
POSITIVO NEGATIVO
CD29, CD44 CD45 , CD 34
CD 105 , CD 106 CD 14 , CD 80
CD 166 ,CD 13 CD 86
HLA clase | HLA - DR

Tabla 5. Inmunofenotipo de las MSC

La interaccion de las MSCs con el sistema inmune, modulando la
respuesta CD4+, estd ampliamente documentada y tiene una gran

relevancia. Observaciones clinicas muy relevantes demuestran que la
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infusion de MSCs expandidas en cultivo reduce la incidencia y severidad
de la GVHD en el trasplante hematopoyético e incluso se ha descrito la
resolucion de un caso con GVHD refractario al tratamiento [85]. Aun se
desconoce el alcance del papel de las MSCs en el sistema inmune, y hay
controversias sobre los mecanismos que utiliza. Estudios previos, in
vitro, ya habian documentado el efecto de la adicion de MSCs en la
alorreactividad de los linfocitos T, que iba desde una pequefia inhibicion
hasta una estimulaciéon de la proliferacion de la reacciébn mixta de
linfocitos (MLR). Se comprob6 que la accidon de estas MSCs procedente
de médula dsea de sujetos sanos tenian un efecto inhibitorio en relacion
con el nimero de MSCs usadas: Entre 10 y 100 células conseguian una
supresion leve y entre 10.000 y 40.000 células conseguian una inhibicién
total. También se observdo que la estimulacion del MLC con
Fitohemaglutinina, Concavalina o proteina A, conseguia que con un
pequefio numero de MSCs se lograse una estimulacion de la
proliferacion, mientras que un nimero elevado seguia produciendo una
inhibicion [86].

Para explicar la supresion de la reactividad de las células T frente
a los aloantigenos se propuso inicialmente un mecanismo dependiente de
contacto célula a célula [87]; sin embargo recientemente se ha

responsabilizado de esta supresion a una o varias moléculas solubles
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capaces de actuar a través de una membrana, y que no son influidas por
el tratamiento previo de las MSCs con INF-a, ni con la adicion al
cultivo de IL-1a, IL-1B y TNF-a [88]. Para extender el estudio del papel
inmunoregulador de las MSCs, especialmente en el ambito del
transplante hematopoyético, se diseiid un estudio con MSCs de médula
6sea humana expandidas ex vivo, que contrastando con otros ensayos no
estaban irradiadas para no introducir variables que pudieran afectar a la
supervivencia celular o a su diferenciacion [74]. Se valor6 la respuesta
inmune en cultivos mixtos linfocitarios (MLC) primarios y secundarios
cuantificando la diferenciacion de las células dendriticas (DC), la
expansion de los linfocitos T y linfocitos Natural Killer (NK) y la
actividad citotoxica. Los resultados evidenciaron la fuerte inhibicion de
la diferenciacion de las DC1 sobre las DC2 -mas del 80% de las DC co-
expresaban CD11/CD123-, una disminucion dosis-dependiente de las
células NK y de los linfocitos T —especialmente de los CDS§-, y un
descenso de la actividad citotéxica mediados por linfocitos citotoxicos-
antigeno A4 (CTLA-4). También se contrastd el uso de 1/3 de MSCs
alogénicas con el 100% de MSCs aut6logas, comprobando que son mas

eficientes las alogénicas de un sujeto no relacionado que las autélogas, lo

Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem 51
Cells circulantes



Revision Bibliografica

que podria tener evidente utilidad en la prevencion de las complicaciones
inmunes de los transplantes.

La inmunidad humoral también esta siendo explorada en relacion
con el papel inmunomodulador de las MSC, y recientemente [89] se ha
comprobado que las MSC de origen medular inhiben la proliferacion y la
diferenciacion de los linfocitos B de sangre periférica anulando la sintesis
de las inmunoglobulinas. Se sugiere que el mecanismo principal de esta
supresion es un factor soluble (hMSC) capaz de atravesar las membranas.

Parece claro que cada vez hay mas evidencias que le achacan a las
MSCs un papel muy significativo como inmunomodulador, y con las
aportaciones mas recientes se comprueba que sus dianas son muy
diversas tanto en la inmunidad celular como en la humoral. La
potencialidad del uso clinico de las MSC va adquiriendo relevancia [72,
90], habiéndose comprobado su utilidad terapéutica en modelos animales
como en la distrofia muscular [91], los defectos segmentarios 6seos [92]
o en las lesiones meniscales [93]. En los ultimos afios se ha iniciado su
uso preclinico y clinico en humanos habiéndose descrito las primeras

observaciones en la reparacion de cartilago [94] y del hueso [95].
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3.- PEMF Y LOS CULTIVOS CELULARES

3.1.- Introduccion

Los Campos Electromagnéticos Pulsados de baja frecuencia
(PEMF) tienen una significativa utilidad clinica en la consolidaciéon 6sea
de las fracturas con retardo de crecimiento dseo y en la mejoria del dolor
y de la funcién en la osteoartritis de rodilla. Aunque las propiedades
terapéuticas de los PEMF son bien conocidas, la secuencia y mecanismos
por los cuales aumentan el crecimiento 6seo acelerando la formacion del
callo y disminuyendo el dolor en la patologia inflamatoria articular no
estan suficientemente aclarados. En la década de los 80, Hinsenkamp
[96] y Smith [97] demostraron en estudios in vivo, el aumento de los
niveles de glucosaminglicanos (GAGs) tras la exposicion a PEMF del
cartilago embrionario de raton y del cartilago inmaduro de conejo.
Posteriormente, Wilmot [98] y Guizzardi [99], en estudios histologicos,
comprobaron que la exposicion a PEMF aceleraba el crecimiento de los
condilos mandibulares en ratas de 28 dias de vida, y mejoraba la

organizacion del callo 6seo en las artrodesis vertebrales de ratas adultas.
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Los resultados de los cultivos celulares irradiados con PEMF, han
sefialado el aumento de la proliferacion celular, de la sintesis y secrecion
de multitud de factores de crecimiento, aunque los datos no son
concluyentes y en muchos casos son ademas contradictorios. Este
conflicto de resultados puede ser atribuido a las diferencias en los
protocolos de irradiacion (diferentes tipos de campos electromagnéticos,
campos eléctricos, frecuencia, intensidad, tiempo de irradiacion,
orientacioén del campo en relacion con el cultivo y forma de la onda), de
las condiciones de cultivo (especialmente el uso de células primarias,
transformadas o su grado de activacion y diferenciacion) y a otros
factores biologicos asociados, que subrayan la heterogeneidad de los
métodos empleados [100].

El objetivo prioritario de la mayoria de los estudios de la accion
de los PEMF en los cultivos celulares, trata de aclarar los mecanismos
por los que se modifica el comportamiento de las células y su respuesta
clinica, lo que condiciona la necesidad de establecer protocolos, que
valoren las caracteristicas de la irradiacion (intensidad, frecuencia,
tiempo de exposicion), las condiciones de los cultivos (tipo celular,
medios de cultivo, factores estimulantes celulares), y la definicion de
criterios homogéneos que permitan la valoraciébn precisa de la

proliferacion y diferenciacion celular in vitro.
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3.2.- Metodologia de irradiacion y condiciones de cultivo

En los afios 80 se publicaron las primeras observaciones sobre los
efectos de los campos electromagnéticos pulsados (PEMF) en los
cultivos celulares [101] [102] [103] [104] y desde entonces se han ido
disefiando experimentos destinados a identificar los mecanismos
celulares afectados por la irradiacion. Naturalmente, en estos estudios,
uno de los factores mas relevantes son las caracteristicas de los campos
pulsados.

Las diferencias registradas en las condiciones de irradiacion y de

cultivo tienen una gran variabilidad (Tabla 6 y Tabla 7).
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Autor Aparato Dl;:izz)on Frecuencia ICM ICE Tiempo
Sakai y Bobina
cols. Helmholtz 76 ms 6,4 Hz 0,4 mT No >d cont. 5
consta d altern.
(1991)
Pezzetti y
cols. Igea 1,3 ms 75 Hz 23mT | 2mV lﬁ 3;324
(1999) oras
De Mattei
18y 24
y Igea 2,3 mT 2 mV
cols.(1999) 1,3 ms 75 Hz horas
De Mattei 1-18
y Igea 1,3 ms 75 Hz 23mT | 2my | Poras 1-6
cols.(2001) ’ ’ dias
8 h/dia
Hannay y 1,2,3; 24
cols. 2 bobinas h/dia 1; 24
(2005) separadas > ms 15 Hz 13 mT 15 mV h/dia 2; 24
h/dia 3
Chang y
cols. 1 previgcs4 | 300 ps 7,5 Hz 00622%7/8 3mV | 1.8y16h
(2006) u > ’ b y
Kuan-jung | Model PA- 0,13; 20
Liet 950 Union 0,24y No .
al. (2007) | Electronics 300 ps 7,5 Hz 0,32 mT | consta H(lilgu/tzs(?l
3,14,
. 5,42,
2 bobinas o
Jahnsy 1 Helmholtz | No 10-100; | 0% | 0.0039-
COlS. | e paralelo | consta | 370-500 Hz | %74 | 00450 1 6horas
(2007) P 0,85; mV
542
Stolfa 'y
cols. 06T
(2007) No consta 15 ps 21,2 MHz 0,1V 72 h
. 0,13
Tsaiy >
cols. No consta 300 ps 7,5 Hz 00§§4H¥T ccfjlgta 2y8h
(2007) ’

Tabla 6. Protocolos de irradiacion

ICM: Intensidad campo magnético; ICE: Intensidad campo eléctrico
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Autor Células Condiciones | Determinaciones Técnica
) Condrocitos | Colageno en
Sakai y cols. ) ) R s
(1991) (humanos/ | medio Ham F- | Sintesis de DNA Timidina-H
conejo) 12 + SBF Sintesis de GAG | A.Sulfiirico-S*
Pezzetti y Condrocitos | Eagle’s MEM o s
Sintesis de DNA Timidina-H
cols. (1999) humanos + SBF
) Linea TE-85,
De Mattei y Eagle’s MEM i o s
MG-63y Sintesis de DNA Timidina-H
cols. (1999) + SBF
osteoblastos
De Mattei y )
Condrocitos
cols. Eagle’s MEM R
humanos Sintesis de DNA Timidina-H
(2001) + SBF
Hanna
vy Linea SaOS- 3
cols. MEM + SBF Proliferacion Leucina-H
2 humano ) o
(2005) Diferenciacion FA
Chang y cols. | Osteoclastos DNA-Yoduro de
MEM + SBF Apoptosis o
(2006) (rata) propidio
Jahns y cols. | Condrocitos
Medio CGM Morfologia Software ImageJ
(2007) humanos
) Dulbecco’s Proliferacion Software MICD
Kuan-Jung Li | Osteoblastos .
) modificado TGF-al, PGE2 ELISA
y cols. (2007) | (rata Wistar)
Eagle + SBF FA
Stolfa y cols. | Condrocitos
MEM + SBF o
(2007) humanos Viabilidad celular MTT-Test
Tsaiy cols. | Osteoblastos Proliferacion Contaje celular
No consta ] o
(2007) (rata) Diferenciacion FA

Tabla 7. PEMF en cultivos celulares

SBF: Suero Bovino Fetal; GAG: Glucosaminglicanos; MEM: Minimum Essential Medium; FA: Fosfatasa

Alcalina
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Los mecanismos de accion de los campos electromagnéticos
pulsados (PEMF) sobre el tejido 0seo y cartilaginoso, favoreciendo la
consolidacion o6sea, son desconocidos. Norton [101], tras radiar con
PEMF un cultivo de tejido mixto compuesto predominantemente por
tejido condroblastico, observd que aumentaba la velocidad de
confluencia celular y la actividad de la lisozima cartilaginosa. Esta
activacion podria ser el mecanismo por el que los PEMF favorecerian el
aumento del crecimiento endocondral en la reparacion 6sea.

La exposicion a los PEMF de los fibroblastos sinoviales y células
mononucleares fue estudiado por Murray y cols. en 1988 [102] y
comprobd que se producia un descenso en la liberacion de 2 hidrolasas
lisosomicas fibroblasticas y que no se alteraban los niveles de citoquinas
producidas por la poblacion de células mononucleares.

La orientacion de la irradiacion de los PEMF es uno de los
factores que influye en el aumento de la proliferacion y sintesis de matriz
extracelular de los condrocitos. Elliott y cols. [103] sobre un cultivo de
condrocitos articulares de origen bovino, observaron que la orientacion
vertical de la irradiacion PEMF reducia hasta un 50% la proliferacion
celular y la orientacion horizontal no la afectaba, mientras que los
cambios de orientacion no producian efectos significativos sobre la

sintesis de la matriz extracelular.
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Norton y cols. [104], estudiaron la accion del PEMF sobre el
cultivo mixto de condroblastos de epifisis tibial, de esternon y de
fibroblastos procedentes de la piel. Observaron que la irradiacion
producia un descenso de la sintesis proteica en los condroblastos
esternales, y no detectaban cambios en la de los fibroblastos.

El efecto de los PEMF sobre los cultivos de linfocitos fue
estudiado en 1991 por Khalil y cols. [105] que comprobd como la
exposicion durante 72 horas, producia una supresion de la actividad
mitdtica y una elevada incidencia de aberraciones cromosomicas.

Sakai y cols. en 1991 [106] disefiaron un estudio para evaluar las
diferencias entre la estimulacion intermitente y continua con el PEMF en
condrocitos. Utilizaron pulsos repetitivos a rafagas de 76 ms con
intensidades del campo magnético de 0,4 mT. Estas ondas
electromagnéticas eran similares a las corrientes generadas por el hueso
en vivo como respuesta a la deformacion mecénica. La valoracion se hizo
en un grupo control, un grupo con irradiacién continua durante 5 dias y
un tercer grupo con irradiacion intermitente durante 12 horas diarias
también 5 dias.

Se cultivaron células de cartilago costal de conejos blancos de Nueva
Zelanda y cartilago articular humano procedente de la reconstruccion

quirargica del pulgar en pacientes con polidactilia. Se valord la
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proliferacion celular midiendo la incorporacion de Timidina-H® al DNA y
la sintesis de glicosaminoglicanos (GAG) con la incorporaciéon de Acido
Sulfurico-S*°. Estas determinaciones se hicieron al 5° dia de la
estimulacion con PEMF. También se suplemento6 el medio de cultivo con
lidocaina y adriamicina para cuantificar el impacto sobre las alteraciones
de membrana y del ntcleo. Los resultados demostraron que la irradiacion
intermitente aumentaba claramente la proliferacion celular e
incrementaba la sintesis de GAG en relacion con el grupo control. Sin
embargo, la estimulacion continua no revelaba diferencias significativas
con el grupo control. Se comprobo que la alta concentracion de lidocaina
hacia mas evidente el efecto del PEMF, mientras que la adicion de
adriamicina no registraba diferencias entre el grupo estimulado y el
grupo control.

Las caracteristicas de las células formadoras y remodeladoras del
hueso también se ven afectadas por la exposicion al PEMF. Bodamyali y
cols. [107] radiaron con PEMF durante 15, 30 6 60 minutos un cultivo de
osteoblastos de calota de rata recién nacida, observando un incremento,
directamente proporcional al tiempo de irradiacién, de la mineralizacion
de los nédulos 6seos y de la transcripcion del RNAm de las proteinas

morfogenéticas del hueso BMP-2 y BMP-4.
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El efecto de la irradiacion con PEMF sobre la remodelacion 6sea
fue estudiado por Shankar y cols. [108] sobre una poblacion celular de
ostoblastos de rata cocultivados con osteoblastos-like. La exposicion al
PEMF duplicaba la reabsorcién dsea, mientras que la irradiacion sobre
los osteoclastos aislados no producia un aumento significativo de dicha
reabsorcion. El aumento de la reabsorcion 6sea se produciria por el
efecto inhibitorio del PEMF sobre la calcitonina.

Pezzetti y cols. [109] y De Mattei y cols. [110] [111] plantearon
varios experimentos con el objetivo de valorar los efectos del PEMF en
cultivos celulares identificando las condiciones de maxima induccion, el
tiempo de exposicion minimo eficaz, la acciéon de la exposicion
prolongada y el papel del suero bovino fetal en la proliferacion celular.

El generador de ondas electromagnéticas utilizado fue el Igea (Carpi,
Italia), que producia pulsos de 1,3 ms con una frecuencia de 75 Hz, un
campo magnético de 2,3 mT y un campo eléctrico de 2 mV detectado con
una bobina estandar.

La irradiacion se realizaba dentro de la estufa y los cultivos control se
mantenian en la misma estufa a una distancia a la que no se detectaban
campos magnéticos o en otra estufa.

Los cultivos se realizaron con las condiciones habituales, utilizando

medio de Eagle adicionado con pronasa y colagenasa cuando se
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sembraba cartilago. En todos los casos, el medio se suplementd con
Suero Bovino Fetal (SBF) al 10%. La proliferacion celular en los cultivos
se cuantificé con la incorporaciéon de Timidina-H® y la determinacién del
DNA total por métodos fluorométricos.

El estudio de las condiciones de exposicion para valorar los
maximos efectos sobre la proliferacion celular se hizo en condrocitos
humanos procedentes de cirugia reparadora del cartilago articular y nasal
[109]. Se mantuvieron en cultivo durante 3 a 4 semanas hasta conseguir
la confluencia y se utilizé6 como marcador especifico del fenotipo de los
condrocitos la expresion del colageno tipo II por Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR). El incremento maximo de la sintesis de DNA
inducido por PEMF se registro con 18 horas de exposicion tanto en los
condrocitos articulares como en los de origen nasal. El SBF parece jugar
un papel esencial en la sintesis del DNA, de tal forma que con
concentraciones del 10% se obtienen niveles de proliferacion en ambos
grupos mucho mas elevados que con concentraciones de 0,5%.

La determinacion del tiempo minimo de exposicion al PEMF para
obtener efectos bioldgicos, se estudid sobre una linea celular de
osteosarcoma humano, TE-85 y MG-63, proporcionada por el Centro di
Biotecnologie Avanzate (Génova, Italia) y el Instituti Ortopedici Rizzoli

(Bolonia, Italia), y sobre osteoblastos de sujetos sanos [110]. En las
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lineas celulares TE-85 y MG-63 se utilizaron periodos comprendidos
entre 10 minutos y 36 horas, observando que con 10 minutos no se
obtenian efectos medibles y que con 30 minutos, 9 horas y 24 horas se
registraba un aumento significativo de la incorporacion de Timidina-H>
no claramente relacionada con la duracién del tiempo de exposicion.
También se comprob6 que la ausencia de SBF tiene poca incidencia en el
incremento de incorporaciéon de Timidina-H; las dos lineas celulares de
osteosarcoma comparten el mismo patron de respuesta aunque en la linea
MG-63 se detecta una menor intensidad. En el cultivo de osteoblastos de
humanos sanos se detectd una relacion directa entre el tiempo de
exposicion y la incorporacion de Timidina-H’, comprobando que por
debajo de 6 horas no se producian efectos y que el tiempo minimo de
exposicion estaba entre 6 y 9 horas. No se hizo un grupo sin SBF porque
su ausencia impide los efectos del PEMF.

Los efectos de la exposicion prolongada al PEMF, intentando
trasladar las observaciones clinicas en el tratamiento de la osteoartritis, se
hicieron valorando la respuesta proliferativa de condrocitos obtenidos de
cartilago articular, procedentes de cirugia de fracturas femorales recientes
[111]. Se hicieron dos grupos que identificaban experimentos a corto
plazo entre 1 y 18 horas y experimentos a largo plazo entre 1 y 6 dias,

que a su vez se dividian en dos subgrupos con baja densidad celular
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(7500 células/pocillo) y cultivos subconfluentes con alta densidad (30000
células/pocillo).
En los experimentos a corto plazo no se observaron diferencias de
incorporacion de Timidina-H® con exposiciones de 1 y 6 horas. Sin
embargo, con 9 y 18 horas hay un incremento significativo de sintesis de
DNA, algo menor en los cultivos con alta densidad celular. El mayor
incremento de incorporacion de Timidina-H®> en relacion con los
controles, se produce a las 18 horas de exposicion.
En los experimentos a largo plazo también se observaron diferencias
significativas con la utilizacion del PEMF. En los cultivos control el
patron de proliferacion tiene una fase de incremento hasta el tercer dia,
una fase estacionaria en el tercer y cuarto dia y un suave descenso hasta
los seis dias. Las células expuestas al PEMF tienen un patron de
crecimiento similar con un incremento de la sintesis de DNA durante los
tres primeros dias significativamente mas elevado que en los controles y
a partir del cuarto dia no se observan diferencias. La adicion de SBF el
tercer dia de cultivo induce un incremento de la incorporacion de
Timidina-H’ tanto en los controles como en las células expuestas al
PEMF.

La accion del PEMF y del 6xido nitrico (ON) en la proliferacion y

la diferenciacion de los osteoblastos (linea celular MC3T3-El) fue
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valorada en los estudios de Diniz y cols. [112] [113]. Los niveles de
DNA y de fosfatasa alcalina (FA) estaban incrementados en los grupos
radiados en ausencia del inhibidor del ON lo que sugeria que este efecto
sobre la proliferacion y la diferenciacion estaria mediado por la sintesis
de ON. La administracion de PEMF en los estadios de osteoblastos mas
inmaduros aumenta la diferenciacion y la proliferacion, disminuyendo la
formacion de tejido Oseo si se administra durante la fase de
mineralizacion.

El estudio de la diferenciacion y de la secrecion de citoquinas
(TGF-B1, PGE2) en un cultivo de osteocitos-like (MLO-Y4) tras la
irradiacion con PEMF fue realizado por Lohmann y cols. [114]. La
irradiacion de los cultivos 8 horas durante los dias 1, 2 o 4, producia un
incremento de la FA (diferenciacion) y de los factores TGF-B1 y PGE2,
sin que se detectase ningun efecto sobre la proliferacion celular.

Torricelli y cols. [115] estudiaron los efectos del PEMF cuando
interaccionan los osteoblastos humanos (linea celular MG63) con
sustitutos biomiméticos de humero como el poli-metimetacrilato
(PMMA) y el PMMA con fosfato alfa tricalcico (PMMA + a-TCP),
cuantificandose la FA, la TGF-B1, la IL-6 y el MTT-Test. La irradiacion

con PEMF tenia un efecto negativo en los osteoblastos en PMMA
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mientras que se incrementaba la FA, el TGF-B1 y disminuia la IL-6 en la
interaccion osteoblastos-PMMA + a-TCP.

Las caracteristicas y la influencia de la irradiacion con PEMF en
los receptores de Adenosina A(3) de los neutréfilos humanos fue
estudiada por Varani y cols. [116] que observaron un incremento de la
densidad y de la actividad funcional de los receptores A(3) de la
adenosina.

El efecto del PEMF en la formacion de osteoclastos-like a
partir de células de médula 6sea de ratas Wistar adultas fue estudiado por
Kyle Chang y cols. [117], utilizando un generador PIC/16C54
(Microchip Technology Chandler, AZ) que con una frecuencia de 7,5 Hz
en pulsos de 300 ps de duracion, generaba campos magnéticos de 0.13,
0.24 y 0.32 mT y eléctricos inducidos de 4.8, 8.7 y 12.2 uV/cm.

Se sembraron 1x10° células por placa, a las que se les cambiaba
diariamente el medio de cultivo durante § dias. Desde el dia 10 hasta el
dia 18 se irradiaron con PEMF durante 30 minutos, 2 horas y 8 horas
diarias. La determinacion de citoquinas (TNF-a, IL-13 y PGE-2) en el
medio de cultivo se hizo con el método ELISA. Se detectd una
correlacion clara entre la irradiacion con PEMF vy la cuantificacion de las

citoquinas en dependencia del campo eléctrico inducido, de tal forma que
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con 4.8 uV/ecm se producia un incremento del 50% y con 12.2 pV/em
disminuian un 27%.

El mismo grupo describi6 en 2006 [118] la relacion del PEMF
con la velocidad de la apoptosis en osteoclastos de rata. Utilizaron el
mismo generador de PEMF con tiempos de exposicion de 1, 8 y 16 horas
senalando los puntos de control a las 24, 48 y 72 horas de la irradiacion.
La apoptosis en los osteoclastos de la médula 6sea de rata Wistar,
cocultivados con osteoblastos, se valor6 con wuna tincion por
fluorescencia con DNA-ioduro de propidio. Se concluy6 que 1 hora de
irradiacion no producia cambios, y sin embargo con 8 y 16 horas en el
punto de corte de 48 horas habia un incremento significativo de la
apoptosis que no se producia ni a las 24 ni a las 72 horas.

En los trabajos de Chang y cols. [119] se valor6 la formacion de
osteoclastos en las células de médula d6sea de ratas ovariectomizadas
después de ser expuestas a PEMF. Los resultados demostraron que la
estimulacién con PEMF inhibia la osteoclastogénesis y los factores TNF,
IL-1B y la IL-6.

El papel potencial de la estimulacion con PEMF en Ia
angiogénesis terapéutica fue valorado por Tepper y cols. [120] sobre un

cultivo de células endoteliales y fibroblastos procedentes de vena
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umbilical humana. La exposicion con PEMF producia cambios en la
quimiotaxis celular, un aumento de la proliferacién y un incremento
importante de la sintesis de factor fibroblastico de crecimiento -2 (FGF-
2) y de otros factores angiogénicos (angiopoyetina-2, trombopoyetina y
factor de crecimiento epidermoide).

El estudio de los mecanismos de estimulacion del PEMF en los
osteoblastos, especialmente dirigido a su diferenciacion, fue realizado
por Walter Hong-Shong Chang y cols. [121]. Utilizaron un generador de
campos magnéticos de una frecuencia de 15 Hz, una intensidad de 0.1
mT controlada con un sistema EPRI EMDEX II (Enertech Co.,
Campbell, CA). La irradiacion se hizo 8 horas al dia durante 14 dias, con
control diario de la frecuencia y de la amplitud.

Se sembraron osteoblastos-like obtenidos por digestion de la calota de
raton ICR recién nacido (5x10° células por pocillo), y se incubaron en las
condiciones habituales. La proliferacion se valoro los dias 3, 5, 7y 14 del
cultivo con un test colorimétrico que detecta la conversion del difenil-
tetrazolio bromide en formazan (MTT). La diferenciacion celular se
evalud cuantificando los niveles de fosfatasa alcalina (FA) en el medio de
cultivo. La tinciéon de Kossa sefialdo los nodulos de calcificacion, y la

expresion de genes diana como Colageno tipo I, Osteocalcina,
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Osteopontina, Osteoprogerina, RANKL y a-actina se cuantifico por PCR
en el RNA-m aislado de los osteoblastos con trizol.

Los resultados demostraron un aumento de la proliferacion sobre el
control, 34%, 11% y 13% los dias 3, 5 y 7 de cultivo respectivamente. El
dia 14 no habia diferencias. La FA siempre estaba disminuida en el grupo
PEMF con respecto al grupo control. La mineralizaciéon no registrd
diferencias con el grupo control y tampoco habia diferencias en la
expresion génica, salvo en la Osteoprogerina que estaba sobreexpresada
y en la RANKL que estaba infraexpresada.

Chang y cols. [122] estudiaron el efecto del PEMF sobre el
cultivo de células de médula Osea de ratas adultas, valorando el nimero
de osteoclastos (identificados mediante la fosfatasa resistente al acido
tartarico), la produccion de osteoprotegerina (OPG), RANKL y Ia
concentracion de factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF).
Concluyeron que la estimulaciéon con PEMF a diferentes intensidades
puede regular la osteoclastogénesis, la reabsorcion oOsea y la
concentracion de OPG, RANKL y M-CSF en el cultivo de células
procedentes de médula Osea.

El papel relevante de las poliaminas (PA) en los procesos de

sintesis y de diferenciacion de las proteinas de los osteoblastos fue
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estudiado por De Mattei y cols. [123]. Evaluaron la accién del PEMF en
las PA y en la activacion de los genes c-myc y c-fos de una linea celular
de osteosarcoma (MG-63), y observaron que después de 1 hora de
exposicion, el gen c-myc se activa y luego permanece subregulado,
mientras que los niveles de RNAm del gen c-fos se incrementan en la
primera media hora y luego descienden.

Gwynne Hannay y cols. [124] trasladaron los protocolos clinicos
del tratamiento de las fracturas con PEMF, a los cultivos celulares para
valorar el desarrollo 6seo. Las caracteristicas de la irradiacion incluian
pulsos de 5 ms de duracién, con una frecuencia de 15 Hz y una
intensidad 1,3 mT. El periodo total de irradiaciéon fue de 3 dias
distribuidos en 4 grupos ( grupo I: 8 horas diarias los dias 1, 2 y 3; grupo
II: 24 horas el dia 1; grupo III: 24 horas el dia 2 y grupo IV: 24 horas el
dia 3).

Se utilizé una linea celular de osteosarcoma humano (SaOS-2 de ATCC
No: HTB-85, Manassas, VA, USA) cultivada en las condiciones
habituales e irradiadas dentro de la estufa. La proliferacion se evalud con
la incorporacion de Leucina-H® y la diferenciacion se cuantifico
midiendo los niveles de FA en el medio de cultivo.

Los datos obtenidos no demostraron diferencias entre los 4 protocolos de

irradiacion, sin embargo evidenciaron una reduccion de la proliferacion y
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un aumento de la diferenciacidon con incremento de la FA, en las células
expuestas al PEMF.

La respuesta de una linea de osteoblastos MC3T3-El1 y de
fibroblastos murinos embrionarios a la irradiacion con PEMF fue
estudiada por Patterson y cols. [125], utilizando un generador “Physio-
Stim®™” (Orthofix, Inc., McKinney, TX, USA) aprobado por la FDA para
el tratamiento clinico de las fracturas. La exposicion al PEMF
incrementaba ligeramente el TGF-B1 el primer dia y no modificaba la
PGE2; sin embargo, tanto en los osteoblastos como en los fibroblastos se
producia un incremento de la quinasa mTOR (mammalian target of
rapamycin) tras la irradiacion. Este hecho sugiere que el PEMF actta de
una forma similar a los factores solubles de crecimiento, activando una
via unica de sefiales intracelulares.

En los trabajos de Sakai y cols. [126] se demuestra que la accion
del PEMF sobre cultivos de osteoblastos MC3T3 no depende tnicamente
de la_intensidad del campo magnético, eléctrico y de la frecuencia de las
ondas de pulso, sino también de la morfologia de la onda
electromagnética. Comprobaron que la utilizacion de una onda
electromagnética octogonal producia una disminuciéon en la produccion

de colageno tipo I en la matriz extracelular.
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La actividad de las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP)
promoviendo la diferenciaciéon de los osteoblastos fue estudiada por
Selvamurugan y cols. [127] valorando el efecto del uso simultdneo de
BMP-2 y los PEMF sobre el cultivo de osteoblastos primarios de rata. El
uso conjunto demostré un incremento de los tres marcadores -FA,
colageno tipo I y osteocalcina- usados para valorar la proliferacion
celular.

Zhang y cols. analizaron [128] la respuesta del cultivo de
osteoblastos de rata r/n a la exposicion a campos electromagnéticos
rectangulares (REMF), triangulares (TEMF), sinusoidales (SEMF) y
pulsados (PEMF), observando que la irradiacion con PEMF aumentaba
la proliferacion celular y la mineralizacion o6sea e inhibia la
diferenciacion osteoblastica.

La busqueda de la intensidad 6ptima de irradiacion para conseguir
el mayor crecimiento osteoblastico fue el objetivo del estudio disefiado
por Kuan-Jung Li [100]. Se utiliz6 un sistema PIC/16C5X (Microchip
Technology, AZ, USA) que producia pulsos de 300 ps con intensidades
de 0.13 mT, 0.24 mT y 0.32 mT que a su vez, cada uno de los pulsos,
disponia de tres intensidades distintas de campos eléctricos inducidos. La

irradiacion tenia una duracién de 20 minutos los dias 1, 2 y 3, dentro de
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la estufa y con los campos magnéticos paralelos al plano de los cultivos
celulares.
Los osteoblastos primarios obtenidos por digestion con colagenasa de la
calota de ratas Wistar 1/n se cultivaron en medio de Dulbelcco con un
10% de SBF y con las condiciones habituales. A las 24 horas de cada
irradiacion se hizo un contaje celular (tinciéon con Hematoxilina-Eosina)
con un sistema analizador de imagen MICD (MICD Software Series
Image Research Inc, Ontario, Canadd), y se cuantificaron por ELISA
TGF-B1 y PGE2 en el medio de cultivo y la FA de las células por
espectrofotometria a 405 nm.
Los resultados demostraron que el campo eléctrico més eficiente estaba
comprendido entre 2 y 4 mV/cm que lograba una proliferacion un 20%
mas alta que el grupo control. El TGF-f1 también se elevaba
significativamente a partir del 2° dia de irradiacion, mientras que la PGE2
se incrementaba hasta el 2° dia y después descendia hasta el dia 4. El
comportamiento de FA intracelular seguia el mismo patréon del TGF-p1.
También se han descrito cambios en la morfologia de los
condrocitos sometidos a la irradiacion con PEMF. Janhs y cols. en 2007
[23], utilizando como generador una bobina de Helmholtz situada dentro

de la estufa, program¢ el estudio de 6 grupos con distintas caracteristicas
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de irradiacion que incluian: campos eléctricos inducidos entre 0.0039 y
0.0450 mV/cm, distancias al centro de la bobina entre 0.25 y 2.25 cm,
frecuencias entre 10 y 500 Hz e intensidades entre 0.74 y 5.42 mT. El
tiempo de exposicion empleado para todos los grupos fueron 6 horas.

Los condrocitos se obtuvieron de condilos femorales de pacientes
sometidos a cirugia, tratados inicialmente con colagenasa y sembrados
hasta la confluencia, y posteriormente tripsinizados para ser resembrados.
El estudio morfologico se hizo con un software de imagen (ImagelJ) antes
del PEMF y a intervalos de 1 hora.

Se comprobd que los parametros de irradiacién mas eficaces eran 0.0039
mV/cm, 3.14 mT y 100 Hz de frecuencia. Observaron que después de 6
horas de PEMF disminuia la superficie de contacto de los condrocitos y
cambiaba la forma. En el grupo control menos del 5% tenia morfologia
esférica y tras la irradiacion el 79% adquirian la forma redonda.

Stolfa y cols. [129], evaluaron la viabilidad de los condrocitos
humanos en cultivo con un 20% de SBF tras 72 horas continuas de
estimulacion con PEMF. El MTT test reveldo que no habia incremento
significativo en relacion con los controles.

Tsai y cols. [130], estudiaron la proliferacion y diferenciacion in
vitro de osteoblastos de calota de rata Wistar r/n en un soporte de un

polimero de éacido lactico y glicdlico (PLGA). La irradiacion durante 2 y
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8 horas diarias con PEMF ( 7.5 Hz de frecuenciay 0.13, 0.24 y 0.32 mT
de intensidad), conseguia un aumento de proliferacion los dias 6 y 12 y
una disminucion el dia 18 cuando se utilizaban 8 horas de estimulacion.
Los grupos tratados con PEMF con una intensidad de 0.32 mT inhibian la
proliferaciéon celular, pero elevaban la actividad de la FA,
independientemente del tiempo de estimulacion.

La accién de la estimulacion conjunta de PEMF y BMP-2 en los
cultivos de células mesenquimales humanas, producia un incremento de
la osteogénesis (aumento de la FA y de la osteocalcina), como se
comprobo en los trabajos de Schwartz y cols. [131]. Este efecto sinérgico
PEMF+BMP-2 era mas intenso entre los dias 12 y 20, sugiriendo que el
PEMF mejora la respuesta de las células mesenquimales a la BMP-2 in
Vivo.

El uso clinico de PEMF para el tratamiento de la osteoartritis esta
ampliamente extendido, aunque no estan claros los mecanismos celulares
y hay evidencias contradictorias de los estudios in vitro. Schmidt-
Rohlfing y cols. [132] en un cultivo de condrocitos humanos de
pacientes con osteoartritis, evaluaron los efectos de la exposicion a
PEMF (2 mT de intensidad y 16.7 Hz de frecuencia) 24 horas durante 14

dias, y no encontraron diferencias significativas en la produccion de

Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem 75
Cells circulantes



Revision Bibliografica

colageno tipo II ni en la expresiéon génica del agrecan entre el grupo
expuesto y el grupo control.

Martino y cols. [133] investigaron la accion de los PEMF sobre
la proliferacion y mineralizacion o6sea de los osteoblastos, y comprobaron
que la estimulacion de la linea osteoblastica SaOS-2 no afectaba a la
actividad metabdlica ni al nimero de células, sin embargo incrementaba
la formacion de nédulos mineralizados.

El efecto del PEMF sobre los receptores de adenosina Al, A2A,
A2B y A3 en el cultivo de condrocitos y fibroblast-like bovinos fue
evaluada por Varani y cols.[134]. Los resultados demostraron una sobre
regulacion de los receptores A2A y A3 ligada a un aumento de su

actividad funcional.
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PROLIFERACION | DIFERENCIACION | OSTEOGENESIS
+ - + - + -

Mattei (1998) Martino Diniz (2002) Zhang Bodaniyali Diniz
Chang (2004) (2008) Tsai (2007) (2007) (1998) (2002)
Li (2007) Martino (2008)
Tsai (2007)
Zhang (2007)
Salvamurugan
(2007)

FA Colag.l | TGFp1 | IL-6 PGE2 | OPGE | RANKL | mTOR
+ - + - + | + - +
Torricelli Sakai Torricelli | Torricelli Li Chang Chang Patterson
(2003) (2006) (2003) (2003) (2007) | (2004) (2004) (2006)
Li
(2007)

Tabla 8. Efectos biolégicos del PEMF. Osteoblastos

SINT.PROT | GAG | COLAG.II | AGRECAN | A2/A3 | LISOZIMA
+ + 0 0 + +
.| Schmid-Rholfing Schmid- .
Norton (1988) Sakai Varani Norton
(1991) (2008) %%ﬁgg (2008) (1998)

Tabla 9. Efectos biolégicos del PEMF. Condroblastos/Condrocitos
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. TNF-o/IL-
PROLIFERACION | 1 0/pGE2 | APOPTOSIS OSTE%CLASG REABSORCION
+ + N
Chang (2003) Chang Chang )
(2003) (2006) Chang (2004) Shankar (1998)
PROLIFERACION MORFOLOGIA | CONFLUENCIA
N -/0
. Elliott (1988) +
Sakai (1991) Stolffa (2007) Jahns (2007)
Pezzetti (1999) iabilidad Norton (1988)
De Mattei (2001) v

Tabla 10. Efectos biolégicos del PEMF. Osteoclastos
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CELULAS DETERMINACIONES
Hidrolasas Fenotipo mTor
FIBROBLASTOS
Murray (1988) Norton (1988) Patterson
(2006)
MSC Osteogénesis (PEMF + BMP-2)
Schwartz (2008)
FGF-2
C.ENDOTEL.
Tepper (2004)
FA/TGF-B1/PG2/Proliferacion
OSTEOCITOS

Lohmann (2003)

Osteoclastogénesis/OPG/RANKL/CFG-M

M.O.

Chang (2005)

Citoquinas

CMN

Murray (1988)

Receptores A3 de la Adenosina
NEUTROFILOS
Varani (2003)
Mitosis/Alteraciones cromosomicas
LINFOCITOS

Khalil (1991)

Tabla 11. Efectos biolégicos del PEMF. Otras células
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Objetivo del Estudio

II. OBJETIVO DEL ESTUDIO

En los ultimos afios han ido tomando protagonismo las Stem Cells
(SC) embrionarias que tienen la maxima potencialidad para generar
lineas celulares, aunque aun no tengamos claro los mecanismos de
induccion y control de su diferenciacion. Sin embargo, las SC adultas
fueron las primeras en ser identificadas — SC Hematopoyéticas — y a las
que ademas se les dio un uso clinico generalizado.

La identificacion mas reciente de SC Mesenquimales en diversos
tejidos y la versatilidad que demuestran estas células para producir
multiples lineas celulares, especialmente hueso y cartilago, vuelve a
demostrar la relevancia de las SC adultas y la posibilidad de integrarlas
como parte del tratamiento regenerativo.

Los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) son
ampliamente utilizados en la practica clinica para el tratamiento de
patologias osteomusculares, aunque los mecanismos implicados no estan
todavia aclarados.

El disefio de este trabajo intenta establecer las condiciones de

cultivo y la metodologia para la evaluacion del grupo de las SC adultas y
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del grupo de las SC adultas expuestas a PEMF, con el estudio de los

siguientes objetivos:

1.- Estandarizacion de las condiciones de cultivo de las células
mononucleares (CMN) de sangre periférica en medio liquido y de su
irradiacion con Campos Electromagnéticos Pulsados ( PEMF).

2.- Identificacion morfolégica de los tipos celulares y evaluacion de la
proliferacion e inmunofenotipo celular.

3.- Valorar los cambios de actividad celular inducidos por los PEMF

mediante la cuantificacion de citoquinas y de la capacidad fagocitica.
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III. MATERIAL Y METODOS

1.- CULTIVOS CELULARES EN MEDIO LiQUIDO

1.1.- Obtencion de muestras y separacion celular

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 25 donantes de
sangre sanos, con edades comprendidas entre 24 y 61 afios.

Se extrajeron 10 ml. de sangre por venopuncion en tubo estéril
con heparina libre de conservantes (Heparina Rovi al 5%) que fueron
procesadas de forma inmediata después de la extraccion. Para el
aislamiento de las células mononucleares (CMN) se diluyeron las
muestras al 50% en suero salino isotonico, vertiéndose 7 ml. de esta
dilucion sobre 3 ml. de Ficoll de densidad 1077 evitando la formacion de
turbulencias.

Se centrifugaron a 400 g durante 30 minutos consiguiéndose una
interfase de CMN que se retiraba con pipeta Pasteur, y se lavaba tres
veces con medio de cultivo McCoy’s 5A centrifugando cada vez durante

5 minutos a 400 g.
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La cuantificacion de las células se hizo en un contador Coulter
Counter®. El cultivo de las CMN se realizd sobre una modificacion de
las técnicas descritas por Gordon D y Kaneko [56]. Sobre placas de Petri
de 35 mm. de diametro se sembraron 1 x 10° CMN en 3 ml. de medio de
cultivo McCoy’s 5 A suplementado con antibioticos ( 100 Ul/ml de
penicilina) y Suero Bovino Fetal descomplementado y estéril al 20%. De
cada muestra se sembraron 20 placas incluyendo en 10 de ellas un porta
estéril que permitié el posterior estudio inmunocitoquimico. Todas las
manipulaciones de las muestras se hicieron en condiciones de esterilidad

en campana de flujo laminar horizontal.
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1.2.- Condiciones de cultivo y procesamiento

Las células mononucleares aisladas se sembraron (1x10° en
medio liquido sobre 20 placas de Petri de 35 mm. de didmetro por cada
caso (500 placas). Se establecieron dos grupos: el grupo control (C), que
no recibia ninguna intervencion, y el grupo radiado (R), que fue sometido
a la irradiaciéon con PEMF. De las 20 placas sembradas para cada caso,
12 placas pertenecian al grupo control y 8 placas pertenecian al grupo
radiado. Para la determinacion de los anticuerpos monoclonales se
utilizaron 10 de las 20 placas por caso, depositando en el fondo de cada
placa un porta estéril.

A los 7, 14 y 21 dias, en todos los casos, se determinaron los
siguientes parametros: cuantificacion, morfologia, actividad fagocitica
por NBT-Test, inmunocitoquimica con anticuerpos monoclonales/FAFA
y cuantificacion de citoquinas en el sobrenadante del cultivo.

Para el reconocimiento de cada placa se disefi6 una etiqueta que
comprendia:

1) numero de caso, 2) destino (Giemsa, NBT, Monoclonal), 3) grupo
control o grupo radiado y 4) dia de cultivo que se saca de la estufa y se

realizan las pruebas; v.gr., la placa 2GiemsaC14 perteneceria al caso 2
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del grupo control y que fue sacada de la estufa el dia 14 y tifiéndose con

May-Griinwald-Giemsa. La Figura 2 recoge la distribucion de las placas

de un caso.

Monoclonal

Monoclonal

Monoclonal
R14
Monoclonal

c21

C14
R21

Monoclonal

c7
Monoclonal

Monoclonal

R21

Monoclonal

R14

C14

Monoclonal

Cc7
Monoclonal

Cc21

N

Figura 2. Distribucion de las placas por cada caso sembrado
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La siembra de las 20 placas/caso se realizd en condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar horizontal, incubandose en una
estufa de cultivo a 37° C, presion de CO; al 5% y humedad a saturacion.

Al 7° dia de incubacién se sacaron 4 placas ( GiemsaC7,
NBTC7, Monoclonall1C7, Monoclonal2C7) de la estufa para realizar las
determinaciones correspondientes. Se recogié el sobrenadante de la
muestra C7, antes de tefiirla con Giemsa, en 2 balines y se congelaron a -
20° C para la cuantificacion posterior de citoquinas. A las 16 placas
restantes se les retiraba la mitad del medio cambiandose por medio
fresco. A las placas GiemsaR14, GiemsaR21, NBTR14, NBTR21,
Monoclonal1R 14, Monoclonal2R 14, Monoclonal 1R21 y
Monoclonal2R21 se las irradi6 con PEMF en una segunda estufa de
cultivo bajo las mismas condiciones. Tras la irradiacion las placas
volvian a la primera estufa.

Al 8° y 9° dia de cultivo, las placas GiemsaR14, GiemsaR21,
NBTR 14, NBTR21, Monoclonal1R 14, Monoclonal2R 14,
Monoclonall1R21 y Monoclonal2R21 se volvieron a radiar en la segunda
estufa con PEMF.

El dia 14 de cultivo se retiraron 8 placas ( GiemsaC14, NBTC14,
Monoclonal1C14, Monoclonal2C14, GiemsaR 14, NBTR14,

Monoclonall1R14, Monoclonal2R14) de la estufa de cultivo. De las
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placas GiemsaCl4 y GiemsaR14 se recogio el sobrenadante en balines
conservandolos a -20° C para su posterior estudio. A las 8 placas
restantes ( GiemsaC21, NBTC21, Monoclonal1C21, Monoclonal2C21,
GiemsaR21, NBTR21, MonoclonallR21 y Monoclonal2R21) se les
cambid el medio de cultivo por medio fresco.

El dia 21 se recogid el sobrenadante de las placas GiemsaC21 y
GiemsaR21 en 2 balines para conservarlos a -20° C para su posterior
estudio inmunocitoquimico. Se retiraron las 8 ultimas placas para la
realizacion de las determinaciones correspondientes al 21 dia de cultivo.

El cronograma del experimento se muestra en la Tabla 12.
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CRONOGRAMA
Dia de Accion
cultivo
1 Siembra de las 20 placas por caso
7 Se sacan 4 placas de la estufa (GiemsaC7, NBTC7,
Monoclonal1C7,
Monoclonal 2C7)
Recogida de 2 balines de sobrenadante para determinacion de
citoquinas (C7)
Cambio de medio a las 16 placas restantes
1¥ dia de irradiacion del grupo R
8 2° dia de irradiacion del grupo R
9 3% dia de irradiacion del grupo R

Se sacan 8 placas de la estufa (GiemsaC14, NBTC14,
14 Monoclonal1C14, Monoclonal2C14, GiemsaR 14, NBTR 14,
Monoclonal1R 14, Monoclonal2R 14)
Recogida de 2 balines de sobrenadante para determinacion de
citoquinas (C14,R14)
Cambio de medio a las 8 placas restantes

Se sacan 8 placas de la estufa (GiemsaC21, NBTC21,
21 Monoclonal1C21, Monoclonal2C121, GiemsaR21, NBTR21,
Monoclonal1R21, Monoclonal2R21)
Recogida de 2 balines de sobrenadante para determinacion de
citoquinas (C21,R21)

Tabla 12. Cronograma del Experimento
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2.- PROTOCOLO DE IRRADIACION

2.1.- Caracteristicas del generador PEMF

Para la irradiacién con campos electromagnéticos pulsados se
utilizé el generador modelo PMT ASA s.r.l. tipo S, con codigo F90241
(Arcugnano (VI), Italia).

Este modelo necesita una tension de alimentacion de 230V con una
frecuencia de red eléctrica de 50/60 Hz para generar campos magnéticos
pulsados con una intensidad maxima de 0,015 T (150 Gauss) y una
frecuencia de repeticion del impulso de hasta 100 Hz. Los campos
magnéticos se aplicaron con un solenoide portatil de 30 cm. de didmetro
usado en clinica para el tratamiento de la patologia osteoarticular. En el
display del generador (Imagen 3) se modificaron los pardmetros
frecuencia del impulso (medido en Herzios y con un rango de 0,5-100),
la intensidad del campo magnético (cuantificada en % de la intensidad

maxima) y el tiempo de aplicacién del campo magnético.
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Imagen 3. Generador PEMF Modelo PMT ASA s.r.1

2.2.- Condiciones y secuencia de irradiacion

Se utilizaron como pardmetros variables de la irradiacion la
intensidad del campo magnético, la frecuencia de pulso y el tiempo de

irradiacion.
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o Intensidad del campo magnético: Se media en porcentaje de
maxima intensidad del generador (0,015 T). La intensidad de
los campos magnéticos utilizada en el protocolo de irradiacion
fue de 2,25 mT (15% de la intensidad maxima).

e Frecuencia de pulso: 50 Hz (impulsos/segundo)

e Tiempo: la duracion de cada sesion de irradiacion fue de 15

minutos.

Al inicio del experimento se midido con el Gaussimetro PCE-
G28® (PCE Group, Albacete, Espafia) de sonda triaxial, la intensidad de
los campos magnéticos generados dentro del solenoide.

La irradiacion con PEMF se realiz6 los dias 7, 8 y 9 del cultivo,
con el solenoide dentro de la segunda estufa. En cada sesion de
irradiacion se sacaban las placas GiemsaR14, GiemsaR21, NBTR14,
NBTR21, MonoclonallR14, Monoclonal2R14, MonoclonallR21 vy
Monoclonal2R21 de la primera estufa, y se radiaban durante 15 minutos
en la segunda estufa. Las placas se colocaban en la parte medial del
solenoide, para que los campos magnéticos incidieran
perpendicularmente a las placas. Al término de cada sesion, las placas

radiadas volvian a la primera estufa.
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3.- METODOS DE EVALUACION

3.1.- Cuantificacion y Morfologia

El contaje de las células cultivadas y su clasificaciéon morfoldgica
se realizd sobre las muestras control (C7, C14 y C21) y sobre las
muestras radiadas (R14 y R21), con un microscopio invertido Nikon
Eclipse TE 2000-S® con un sistema fotografico Nikon DIGITAS SIGHT
DS-Fil® y el programa de visualizacion Nikon NIS-Elements
software® (Imagen 4).

- Cuantificacion: se utilizd6 un objetivo de 10 aumentos y el
recuento celular se hizo sobre 20 campos de cada placa procesados por
un programa informatico (Contador Biomédico Software®) que
determinaba la media de las células de todos los campos y expresaba el

resultado final en células/milimetro cuadrado.
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Imagen 4. Microscopio invertido Nikon Eclipse TE 2000-S®

- Morfologia: se contabilizaron 200 células en cada placa de
cultivo distribuyéndolas segiin su morfologia en células redondas
(cuando no tenian prolongaciones citoplasmaticas relevantes), células
alargadas (con morfologia fibroblasto-like) y células multinucleadas. El

resultado se expresé con el porcentaje de cada grupo.
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3.2.- Inmunocitoquimica

La identificacion de los marcadores de superficie de las células

cultivadas en medio liquido, se realizdé con anticuerpos monoclonales

heter6logos especificos para cada receptor celular (Tabla 13). Se

determin6 la positividad celular frente a los siguientes anticuerpos

monoclonales:

Vimentina: se utilizo la clona V9 del monoclonal antibody
mouse anti-swine vimentin ® (code NI1521 y NPOIS,
laboratorio DakoCytomation), cuyo inmundgeno procede de
la vimentina purificada de cristalino de cerdo y el isotipo de la
inmunoglobulina es la IgG; Kappa. La clona V9 reacciona con
el filamento intermedio de la vimentina (masa molecular de
57 KD), que forma parte de las células mesenquimales
(fibroblastos, condrocitos, células endoteliales y células de la

musculatura lisa vascular).

Citokeratina: las citokeratinas humanas son proteinas

insolubles en agua con pesos moleculares entre 40.000 y
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68.000 Daltons, que se localizan en el citoesqueleto de las
células epiteliales. La positividad celular a citokeratina se
determin6 mediante el uso de la clona AEl y AE3 del
monoclonal antibody to cytokeratin cocktail ® (basic and
acidic, ab No. 071M, laboratorio BioGenex), con la keratina
epitelial humana como inmundgeno y la IgG; de raton como

inmunoglobulina.

e CD34: el antigeno CD34 se expresa en las células
progenitoras hematopoyéticas humanas, incluyendo los
progenitores mieloides y linfoides, asi como en las células de
pacientes con leucemia mieloide aguda de mal pronostico. En
el experimento se emple6 la clona CLB-MD34.2 del
anticuerpo monoclonal PeliCluster CD34 ® (art. No M 1636,

laboratorio Sanquin).

e CD41: el anticuerpo monoclonal PeliCluster CD41 ® (clona
CLB-tromb/7, 6C9, art. No MI1538, laboratorio CLB)

reconoce el complejo intacto gp IIb/Illa de las plaquetas y fue
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utilizado para la identificacion de megacarioblastos,

megacariocitos y plaquetas.

e CD61: el complejo CD61 / CD41 ejerce un papel
fundamental en la regulacion de la adhesion y la agregacion
plaquetaria durante la hemostasia. El antigeno CD61 es un
marcador selectivo de precursores plaquetarios. En nuestro
estudio, se us6 el anticuerpo monoclonal Mouse Anti-Human

CD61 ® (code no. M0753, laboratorio DakoCytomation).

e CD68: el CD68 es una glicoproteina transmembrana (110
KD) que se expresa en los monocitos humanos y en los
macréfagos tisulares. Se utilizd el anticuerpo monoclonal
Mouse Anti-Human CD68 ® (clona PG-M1, code no. N1576,
NPO037, laboratorio DakoCytomation), con inmundgeno

derivado de células de Gaucher de bazo.

La visualizacion de la positividad se hizo con la técnica FAAFA
(fosfatasa alcalina anti fosfatasa alcalina) conjugada con Streptovidina

sobre muestras (c¢lulas del porta del fondo de las placas de medio
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liquido) congeladas previamente a -20° C y envueltas en papel de
aluminio.

Para su preparacion se descongelaban retirando la envoltura
pasados 30 minutos y al mismo tiempo se descongelaban los anticuerpos
monoclonales y se ponia el sustrato del Fast-Red a temperatura ambiente.
También se preparaba una solucion de trabajo TBS (Concepta cod.
Co0523 V2LT) ph 7,6 al 1/10 de concentracion en volumen.

La fijacion de las muestras se hacia con acetona (Merck) durante
10 minutos, y se dejaban secar 15 minutos, aplicando a continuacion el
anticuerpo monoclonal, que se incubaba 60 minutos en una camara
hiimeda. Después se lavaba con TBS 1/10 y se quitaba el exceso de
liquido y se anadian 3 gotas del reactivo LINK (Anticuerpo puente rabbit
anti-mouse, Biogenex HK-340-9K) cubriendo las extensiones e
incubando durante 20 minutos en la camara humeda. Se realizaba otro
lavado con TBS 1/10, retirando el exceso de liquido, aplicando el
reactivo LABEL (complejo enzimatico fosfatasa alcalina-streptadivina,
Biogenex HK-330-59K), cubriendo las extensiones e incubando 20
minutos en la cdmara humeda. Se volvia a lavar otras dos veces con TBS
1/10 y se cubrian las extensiones con CHROMOGEN (colorante Fast-
Red, Biogenex HK 182-5K), incubando 40 minutos en la camara

humeda.
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Después se volvia a lavar por inmersion, tifiendo finalmente las
preparaciones con Hematoxilina durante 10 minutos, para contrastar.
Tras el ultimo lavado se montaban las extensiones (Aquatex 108562,

Merck) y se dejaban secar.

AC CELULAS DIANA
MONOCLONALES
Vimentina Células Mesenquimales
Citokeratina Citoesqueleto de las células epiteliales
CD34 Células progenitoras hematopoyéticas
CDh41 Megacarioblastos, megacariocitos y
plaquetas
CD61 Precursores plaquetarios
CD68 Monocitos y macrdofagos tisulares

Tabla 13. Anticuerpos Monoclonales y células diana
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3.3.- Test de Reduccion del NBT

Aunque comenz6 a usarse en 1967 por Baehner y Nathan como
diagnoéstico de la enfermedad granulomatosa cronica de la infancia,
pronto su uso se extendid a todos los estados en que presumiblemente
debiera existir alguna alteracion en el funcionalismo leucocitario; de esta
forma el NBT test pasé a ser una prueba funcional del leucocito
circulante, especialmente en la patologia inflamatoria e infecciosa.

La base morfologica, citoquimicamente apreciable, del NBT test
se sithia en el cambio de coloracion que suftre el nitroazul de tetrazolio, de
amarillo en su forma soluble a azul oscuro al reducirse a formazan
insoluble, claramente apreciable por microscopia Optica. La membrana
intacta del leucocito no es permeable al NBT, siendo necesaria la
produccion de cambios en ésta para que pueda ser atravesada. Para lograr
la permeabilizacion se requiere la presencia de factores tales como
bacterias o productos derivados de ellas, complejos antigeno-anticuerpo o
una interaccion del complemento; todo ello condiciona la relacion entre
la reduccion del NBT y la capacidad bactericida de los granulocitos. La
penetracion del NBT al interior de la célula se realiza por fenomenos de

pinocitosis como corresponde a un cuerpo soluble. La reduccidon se
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produce en el interior de la vacuola fagocitica por medio de la NADPH-
oxidasa (Figura 3).

El conocimiento del mecanismo a través del cual se produce la
reduccion del NBT, implica la necesidad de admitir la integracion de las
condiciones que la hagan factible, es decir, la presencia de factores
permeabilizadores de la membrana y también la normalidad de la funcién

fagocitica que permita dicha reduccion.

Bacterias
Endotoxinas
Complejos Ag-AC
Complemento

Citoplasma LEUCOCITO

Figura 3. Esquema de la reduccion celular del Nitroazul de Tetrazolio
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La técnica del NBT puede realizarse a partir de muestras sin
anticoagulantes o con sangre coagulada [136]. En este estudio, las
muestras eran las células cultivadas sobre portas estériles colocados en el
fondo de las placas de Petri, y toda la metodologia del NBT-Test se
realizaba directamente sobre las células cultivadas, en fresco, con un
desarrollo paralelo al que se utiliza con los leucocitos obtenidos de
sangre periférica.

La incubacién de las células cultivadas se realizé afiadiendo
solucion NBT al 0,1% de concentracion en tampon fosfato durante 15
minutos en una estufa a 37°C, con una presion parcial de CO; del 5% y
humedad a saturacién y se continud la incubacion otros 15 minutos a
temperatura ambiente.

Después de los 30 minutos, se utiliza como tincion de contraste y
sin ninguna fijacion previa la solucion de Giemsa diluida ( dos gotas de
solucion comercial de Giemsa Merck® por ml de agua destilada) durante
10 minutos.

Para valorar la reduccion del NBT se cuentan 100 células, cuya
morfologia sea inequivoca y huyendo de los actmulos celulares,
contabilizando como positivas las que muestren acimulo citoplasmatico

de formazan; su numero total define el indice de reduccion del NBT.
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3.4.- Cuantificacion de citoquinas

Las citoquinas (citokinas o citocinas) son proteinas de bajo peso
molecular que median e interactian entre células de diferente naturaleza,
denominandose inicialmente segin las células que las producian:
linfocinas, monocinas o interleucinas cuando eran producidas por
linfocitos, monocito-macrofagos o por los leucocitos polimorfonucleares.
Posteriormente, se determind que estas proteinas con capacidad de
mediacion celular eran sintetizadas por células del sistema inmune
(macrofagos, linfocitos T, células NK) y células no pertenecientes al
sistema inmune (fibroblastos, células endoteliales), por lo que se les
agrupd bajo el término de citoquinas. Este término incluye a
interleuquinas, quimioquinas, interferones, factores estimuladores de
colonias, factores de crecimiento y factores de necrosis tumoral.

La determinaciéon de las citoquinas se realizd con el Kit
Milliplex™ MAP (Millipore, NYSE: MIL) usando la tecnologia
Luminex x-MAP®. La tecnologia Luminex para la deteccion y
cuantificacion de RNA o proteinas diana, se basa en el sistema x-MAP

(Multi-Analyte Profiling beads) , que incluye la combinacion de:
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1.- Microesferas tefiidas con fluorocromos
2.- Citometria de flujo
3.- Doble sistema laser para excitar la fluorescencia

4.- Sistema digital de lectura y procesamiento de la sefial

1.- El sistema x-MAP utiliza microesferas de poliestireno de 5.6 p de
diametro, tefiidas internamente con 100 combinaciones distintas de
fluorocromos, con un espectro que va del rojo al infrarrojo (“bead”).
Cada bead tiene un espectro infrarrojo uUnico que permite su

identificacion (Figura 4).

5.6 Microns

Bead Set 26 ‘
The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Figura 4. Microesfera de poliestileno con tincion interna

Tomado de Panomics, Inc.
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La preparacion de los beads para la determinacion de citoquinas
requiere la union de un anticuerpo especifico para cada citoquina al bead,
lo que consigue que cada bead quede identificado por dos marcadores: el
espectro infrarrojo y el anticuerpo especifico contra la citoquina. Los

siguientes pasos de la técnica incluyen (Figura 5):

a) Incubacion de los beads con la muestra (sobrenadante de
suero en nuestro experimento), para atrapar la citoquina
investigada.

b) Adicién de un anticuerpo de deteccion sobre el que luego se
fijara la Streptavidina(SA)-Phycoerythrin(PE).

c) Incubacion con SAPE como marcador de fluorescencia
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Incubate your sample with
the antibody-conjugated
beads for 30 minutes

Q)

IL-10 TNF«u

Add SAPE and incubate
for 30 minutes

3 Add detection antibody and
incubate for 30 minutes

sa‘:} Detect interactions on
a Luminex instrument

Figura 5. Marcacion de los beads

Tomado de Panomics, Inc.
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2.- La citometria de flujo detecta los bead de manera individual, como si
se tratasen de células, identificando cada bead por su color y por la

intensidad de su fluorescencia PE.

3.- Para el proceso de lectura se utilizaron dos laser; un laser verde para
el ensayo, de 532 mm, que estimula la tinciéon de Phycoerythrina
(Streptavidina-Phycoerythrin) y un laser rojo clasificador, de 635 mm,

que identifica las bead (Figura 6).

Figura 6. Deteccion de los bead

Tomado de Panomics, Inc.
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4.- El sistema digital Luminex de lectura incluye cuatro detectores, que
miden la fluorescencia de las muestras, identifican y discriminan los bead

unicos de los bead agregados.

El Kit Milliplex™ MAP disefiado para este estudio, incluia las

siguientes citoquinas (Tabla 14):

- IL-1B: la IL-1 era conocida como el factor activador de los
linfocitos (LAF), que provocaba el aumento de la proliferacion
celular y de la sintesis de IL-2, relaciondndosela con Ia
estimulacion de monocitos y macrofagos, y posteriormente con
otros tipos celulares. En 1985, se confirm6é que la IL-1 estd
compuesta por tres tipos diferentes de proteinas: la IL-1a, la IL-
1B (ambas con funcidon proinflamatoria) y la IL-1RA (receptor

antagonista que bloquea la activacidon inmunitaria).

- IL-2: activa la proliferacion de linfocitos T y de los linfocitos B.
La IL-2 es producida por las células Thl y es responsable de la

respuesta celular (activacion de linfocitos T, e hipersensibilidad
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de tipo retardada), destinada a responder a la agresion de parasitos

intracelulares (virus, protozoos y algunas bacterias).

- IL-4: sintetizada por las células T activadas, basofilos y por los
mastocitos. El receptor de esta interleukina también se activa con
la IL-13, compartiendo la funcion de diferenciacion de las células
T CD4+ en células tipo Th2. Las células Th2 producen IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13, que activan la respuesta humoral e inactivan la

respuesta celular.

- IL-5: se conoce también como factor de diferenciacion de los
eosinodfilos (EDF). Esta citoquina activa a los linfocitos T y en su
estructura presenta dominios semejantes a los encontrados en el

GM-CSF, M-CSF, IL-2, IL-4 y en la hormona de crecimiento.

- IL-6: es producida por los fibroblastos, células T activadas,
monocitos-macrofagos activados y por las células endoteliales.
Esté directamente implicada en la respuesta que ocurre después de
una infeccion o dafio celular, teniendo un papel tan importante en

la respuesta inflamatoria aguda, como la IL-1 y el TNF-a..
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- IL-7: es un factor estimulante de crecimiento de las células
linfoides, sobretodo, de las células pre-B, pro-B y células T
inmaduras. La IL-7 activa la proliferacion de las células CD4+,
CD8+ 'y estimula la actividad tumoricida de los

monocitos/macrofagos.

- IL-8: pertenece a la familia de citoquinas con bajo peso
molecular y con funcién quimiotactica (quimioquinas). Su
principal papel es iniciar y promover las reacciones inflamatorias,

activando los neutréfilos, los basofilos y las células T.

- IL-10: es producida por las células T CD4+, los timocitos, las
células B, los macrofagos, los mastocitos y por los keratinocitos.
La IL-10 estimula el crecimiento de las stem cells, mastocitos y
timocitos y promueve el desarrollo de las células T citotoxicas y

activa la secrecion de inmunoglobulinas.

- IL-12: es un factor de crecimiento de las células T activadas y
las células NK. También induce la produccion de IFN y y de

TNF-a por las células T y células NK.
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- IL-13: tiene multiples efectos sobre la diferenciacion y funcion
de los monocitos y de los macrofagos, estimula la produccion de
anticuerpos, induce cambios en la morfologia de los monocitos y

suprime su funcion citotdxica.

- IFN o Los interferones (IFN) poseen propiedades
inmunomoduladoras 'y antiproliferativas, pero fueron sus
propiedades antivirales las que primero llamaron la atencion y las
que hoy en dia sirven como base para los bioensayos. Los IFN no
actian aisladamente, sino que interaccionan con las demads
citoquinas. Los IFN se clasifican en cinco grupos que incluyen el

IFN-0, IFN-B, IFN-y, IFN-1 e INF-o.

- GM-CSF: estimula el crecimiento y diferenciacion de los
precursores celulares granulocito-macrofagicos, aunque también

actua en la serie roja y plaquetar.

- TNF-o: es un mediador de la inflamacion local, con un
importante papel en el sistema inmunitario. La liberaciéon de

TNF-o produce la activacion local del endotelio vascular,
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provocando la produccion de oxido nitroso con la posterior
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, que
aumenta el reclutamiento de las células inflamatorias,
inmunoglobulinas y complemento, activa los linfocitos T y B y

también aumenta la adhesion plaquetaria.
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ORIGEN Y EFECTOS DE LAS CITOQUINAS SELECCIONADAS

CIT ORIGEN PRINCIPALES EFECTOS
) Fiebre (pirogeno endogeno), suefio, anorexia, inflamacion, expresion
Monocitos- ) ] ] ]
IL-1B de CD 54 en las células endoteliales y liberacion del factor tisular,
macrofagos
activacion linfocitaria, produccion de IL-6 Y CSF
Induce la proliferacion de la célula T, coestimula la proliferacion y
IL-2 Células T
diferenciacion de la célula B
L4 Células Ty Induce la proliferacion del mastocito, proliferacion de la célula
Mastocitos hematopoyética pluripotencial
Induce la proliferacion de la célula T y la generacion de LTC,
coestimula la proliferacion de la célula B, sinergiza con la IL- 3 en la
Células Ty ) ) ) ) )
IL-5 ] proliferacion del mastocito, estimula la produccion de Ig E e Ig G 4,
Mastocitos ] ) ) ]
induce la expresion y liberacion de CD 23,la clase 11 del CMH en la
células B, cambia de TH a TH2
Monocitos y ] o ) ]
IL-6 Induce la diferenciacion de eosinéfilos y la produccion de Ig A
Fibroblastos
Pirogénica, induce la proliferacion de plasmocitomas e hibridomas,
aumenta la produccion de Ig, la clase 1 en los fibroblastos, accion
Células de la ]
con la IL-2 en la produccion de Proteinas de Fase Aguda por lo
médula dsea y ) o ] )
IL-7 hepatocitos, accion sinérgica con la IL-3 en la produccion de la
del estroma o ) o
célula hematopoyética, induce la diferenciacion del LTc. Induce la
timico
proliferacion de las células pro y pre B de los linfocitos inmaduros
Monocitos, cél
IL-8 endoteliales, Induce la quimiotaxis y activacion de neutrofilos y células T
macr6fagos,
Fibroblastos
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Induce la proliferacion de algunas células T, potencia la

IL-10 Células T ) ) o )
proliferacion del mastocito inducida por la IL-3
Células del ) ) S
) ) Estimula la produccion de Ac, accion sinérgica con la IL-3 en la
microambiente ) o ) )
IL-12 ) produccion de megacariocitos, estimula los progenitores del
hematopoyétic
macrofago
0
Monocitos,
macro6fagos, ) . o
Activa a las NK para secretar [IFN-gamma, cambia TH a TH1, inhibe
IL-13 | algunas células ] i )
B la produccién de Ig E inducida por la IL-4
y
mastocitos
Coestimula la produccion de la célula T, induce la secrecion de la
IFN y Linfocitos IL-6, IL-8 y G-CSF a partir de las células endoteliales, epiteliales y
fibroblastica
Células T, ) ) ) ) ) o
) Estimulacion de la proliferacion y diferenciacion de precursores
GM- endoteliales, o ] ) )
mieloideos, potencia las funciones de neutr6filos y monocitos
CSF | Macroéfagos y . o
maduros (lisis y fagocitosis)
fibroblastos
Fibroblastos,
células NK,
neutréfilos,
astrocitos, ) ) ) )
TNF- ul Proinflamatorio, antitumoral. Agente neovascularizante y
células
a estimulante de la resorcion osea

endoteliales y
células del

musculo liso

Tabla 14. Panel de las citoquinas seleccionadas
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3.5.- Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd para las variables crecimiento
(células/mm?), morfologia (porcentaje células redondas, alargadas y
multinucleadas), capacidad fagocitica (positividad al NBT Test) y
cuantificacion de citoquinas (pg/ml). La inmunocitoquimica (anticuerpos
monoclonales heterdlogos especificos) se hizo para la identificacion de
los marcadores de superficie de las células cultivadas, pero los datos
obtenidos no fueron evaluados desde un punto de vista estadistico.

La normalidad de las distribuciones fue analizada mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizé el ANOVA con prueba post-
hoc de Scheffe para encontrar las diferencias significativas entre las
medias de las variables estudiadas.

Se utilizé el programa SPSS 12.5 (version 12.5, SPSS Inc.,
Chicago. IL, USA) y el programa GraphPad Prism 5.0 (version 5.0,
GraphPad Software Inc., San Diego. CA, USA). El nivel de significacion

se considerd para un valor de p < 0,05.
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IV. RESULTADOS

1.- ESTRUCTURA DE LOS RESULTADOS

Las muestras de este estudio fueron distribuidas en 2 grupos: a)
grupo no radiado, al que se le realizd el seguimiento durante todo el
periodo de cultivo, haciendo las determinaciones los dias 7, 14 y 21; y b)
grupo radiado con PEMF', al que se le realizaron las determinaciones los
dias 14 y 21, utilizando como controles las muestras de los dias 14 y 21
del grupo no radiado.

La descripcion de los resultados de los parametros evaluados
respeta la secuencia descrita en el apartado de Material y Métodos,
incluyendo la cuantificacion del crecimiento (células/mm?), las
variaciones morfologicas (células redondas, alargadas y multinucleadas),
el NBT Test y la determinacion de citoquinas (IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5,

IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y, GM-CSF y TNF-0).
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2.- CULTIVO DE CMN DE SANGRE PERIFERICA

2.1. Cuantificacion del crecimiento y de la morfologia

La valoracién del crecimiento (células/mm® ) y la morfologia
(porcentaje de células redondas, alargadas y multinucleadas) se realizd
los dias 7, 14 y 21 del cultivo celular.

Se registrd un crecimiento celular progresivo durante los 21 dias
del cultivo, con un incremento de las células alargadas el dia 14 y de las
células multinucleadas el dia 21.

Los resultados correspondientes se recogen en la Tabla 15, que
expresa el crecimiento (media + derivacidon estandar) y la morfologia

celular (media + DE) obtenidos los dias 7, 14 y 21.

CRECIMIENTO/MOREF.
(células/mm’ /%) Dia 7 Dia 14 Dia 21
Crecimiento 9,75 +2,28 20,50 +2,48 | 25,11 +2,31
C¢lulas redondas 91,36 £3,01 | 76,16 +4,75 | 84,76 + 3,64
Células alargadas 8,64 +£3,01 19,40 + 4,42 4,96 + 1,59
Células multinucleadas 0+0 444 +1,23 10,28 + 2,76

Tabla 15. Crecimiento (media = DE) y Morfologia (media + DE) de las muestras no
radiadas
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Se hizo un ANOVA para la valoracion estadistica de los
resultados mostrando diferencias muy significativas (p<<0,01) del
crecimiento y la morfologia celular los dias 7, 14 y 21. Posteriormente, se
hizo un test de Scheffe, encontrando diferencias muy significativas
(p<0,01) del crecimiento celular los dias 7, 14 y 21, siendo
especialmente significativo (p<0,01) entre los dias 7 y 21. Se observaron
unas diferencias muy significativas (p<0,01) en las células redondas,
alargadas y multinucleadas, entre los dias 7, 14 y 21; siendo
especialmente significativas en las células multinucleares en los dias 7 y

21.
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2.2. Inmunocitoquimica

La evaluacion de los datos inmunocitoquimicos se hizo asignando
un valor arbitrario a cada marcador celular, de acuerdo con los datos

publicados en la literatura. En la Tabla 16 estan recogidos estos

resultados.
MARCADORES Dia 7 Dia 14 Dia 21

Vimentina ++ ++ ++
Citoqueratina - - -

CD 34 + + +
CD 68 4+ 4+ 4+

CD 61 - - -

CD 41 - - -

Tabla 16. Inmunocitoquimica del cultivo
* Los simbolos representan no expresion (-) e incremento del nivel de

expresion (+, ++)
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2.3. Test del NBT

El NBT Test fue utilizado para la valoracion de la capacidad

fagocitica celular y su unidad de medicioén fue el pocentaje de células

positivas a la reaccion con el nitroazul de tetrazolio. Se registré6 una

disminucidén muy significativa el dia 14 del cultivo.

En la Tabla 17 se muestran los resultados (media = DE) del NBT

Test global y del NBT Test segin la morfologia celular en los dias 7, 14

y 21.

NBT Test (% positivos) Dia 7 Dia 14 Dia 21
NBT Test global 67,44+1641 | 52,52+13,90 59,32 + 13,74
NBT Test c. redondas 53,88 +£16,46 | 50,48 12,22 72,04 £11,63
NBT Test c. alargadas 46,12 £16,46 | 47,48 £12,13 25,08 £12,02
NBT Test ¢. multinucleadas 0+0 2,04 +1,34 2,88 +1,94

Tabla 17. NBT Test (media +£ DE) de las muestras no radiadas

A partir de los datos obtenidos se realizO6 un ANOVA

encontrandose diferencias muy significativas (p<0,01) en los grupos
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estudiados; y mediante un test de Scheffe se demostraron diferencias
muy significativas (p<0,01) del NBT Test global entre los dias 7 y 14.
También fueron muy significativos (p<0,01) los resultados de las células
redondas y de las células alargadas entre los dias 7 y 21 y entre los dias
14y 21.

El NBT Test de las células multinucleadas mostré diferencias

muy significativas (p<0,01) entre los dias 7y 14, y entre los dias 7 y 21.

2.4. Citoquinas

La determinacion de citoquinas se realizdo mediante la tecnologia
Luminex x-MAP®, utilizdndose como unidad de medida los pg/ml, con
una curva de calibracion del sistema de 0,13 pg/ml a 2000 pg/ml. Se
excluyeron a las citoquinas IL-5 (<0,13 pg/ml), IL-6 (>2000 pg/ml), IL-7
(<0,13 pg/ml), IL-8 (>2000 pg/ml), IL-12 (<0,13 pg/ml) e IL-13 (<0,13
pg/ml), para la valoracion estadistica de sus resultados.

Se observaron cuatro patrones de comportamiento:

1) Aumento progresivo durante todos los dias del cultivo del

GM-CSF.
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2) Descenso progresivo durante todo el cultivo de la IL-1[3, IL-2
y de la IL-10.

3) Incremento el dia 14 del cultivo del IFN-y.

4) Valor maximo el dia 14 y minimo el dia 21 del cultivo del
TNF-a..

Los datos de la cuantificacion de las citoquinas (media + DE) los

dias 7, 14 y 21, se muestran en la Tabla 18.

CITOQUINAS
(pg/ml) Dia 7 Dia 14 Dia 21
IL-1B 387,70 + 341,30 152,60 + 94,37 49,05 + 38,47
IL-2 8,10 £ 5,99 6,15+ 7,80 5,31 £5,16
IL-4 2,42 +2,71 4,61 £6,72 3,31 £4,60
IL-10 187,10 £ 154,60 164,40 = 135,60 | 135,30 + 140,40
IFN- vy 104,20 + 152,20 182,50 £276,10 | 95,02 + 131,70
GM-CSF 61,38 +40,92 107,80 £ 92,94 126,40 £ 172
TNF- a 340,30 +282,10 373,50 £320,40 | 199,60 + 92,13

Tabla 18. Cuantificacion de citoquinas (media + DE) en muestras no radiadas
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El ANOVA realizado demostré diferencias muy significativas
(p<0,01) para las citoquinas IL-2, IL-10, IFN-y, GM-CSF y el TNF-a; no
encontrando diferencias significativas (p>0,05) en el andlisis de los
resultados de la IL-4. El test de Scheffe encontr6 diferencias muy
significativas (p<0,01) para la IL-2 y la IL-13 entre el dia 7 y 14, y entre
el dia 7 y 21; para la IL-10 entre los dias 7, 14 y 21; para el IFN-y entre
el dia 7y 14, y entre el dia 7 y 21; para el GM-CSF entre el dia 7y 14, y

entre el dia 7y 21; y para el TNF-a entre los dias 7, 14 y 21.
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3.- EFECTOS DE LA IRRADIACION PEMF EN LOS CULTIVOS

CELULARES LOS DIiAS 14 Y 21

3.1. Cuantificacion del crecimiento y de la morfologia

La cuantificacion del crecimiento (células/mm?) y de la
morfologia (células redondas, células alargadas y células multinucleadas)
de las muestras radiadas el dia 7, 8 y 9, se hizo los dias 14 y 21 del
cultivo.

Se observd un crecimiento celular muy significativo en las
muestras radiadas, comparadas con los controles. También se registro
una disminucidon muy significativa de las células alargadas el dia 14 en
las muestras irradiadas.

Los datos obtenidos (media + DE) se recogen en las Tabla 19, 20
y en los Graficos 1,2 que expresan el crecimiento (media + derivacion
estandar) y la morfologia celular (media = DE) obtenidos los dias 14 y

21.
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CRECIMIENTO/MORFOLOGIA

Dia 14 Dia 14
( células/mm’ / %) No radiadas | Radiadas
Crecimiento 20,50 +2,48 | 52,32 +3,11
Células redondas 76,16 £4,75 | 92,68 +1,43
Células alargadas 19,40 + 4,42 5+1,32
Células multinucleadas 4,44 +£1,23 2,32+1,28

Tabla 19. Dia 14: Crecimiento (media £ DE) y Morfologia (media + DE) de las

muestras radiadas

CRECIMIENTO/MORFOLOGIA Dia 21 Dia 21
( células/mm* / %) No radiadas | Radiadas
Crecimiento 25,11 £2,31 | 94,72 +£7,03
Células redondas 84,76 3,64 | 91,12 +1,92
Células alargadas 4,96 + 1,59 420+1,38
Células multinucleadas 10,28 £2,76 | 4,68 +1,38

Tabla 20. Dia 21: Crecimiento (media £ DE) y Morfologia (media + DE) de las

muestras radiadas

Cells circulantes
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Se encontraron diferencias muy significativas (p<0,01) para las
variables crecimiento y morfologia tras la realizacion de un ANOVA. El
test de Scheffe arrojo los siguientes resultados:

e Crecimiento: se hallaron diferencias muy significativas

(p<0,01) entre las muestras radiadas y no radiadas en los dias
14y 21.

e Morfologia: a) existian diferencias muy significativas
(p<0,01) entre las células redondas de las muestras radiadas y
las células redondas de las muestras no radiadas obtenidas los
dias 14 y 21; b) entre las células alargadas de las muestras
radiadas y las células alargadas no radiadas obtenidas el dia
14 existian diferencias muy significativas (p<0,01) y c) se
evidenciaron diferencias muy significativas (p<0,01) entre las
cé¢lulas multinucleadas de las muestras radiadas y las células
multinucleadas de las muestras no radiadas obtenidas el dia 14

y el dia 21.
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3.2. Test del NBT

El andlisis de varianza (ANOVA) mostrd que no existian

diferencias significativas en el NBT Test global (sin diferenciar

morfologia celular) entre las muestras radiadas y las no radiadas;

encontrando diferencias muy significativas (p<0,01) en el NBT Test de

células redondas, alargadas y multinucleadas.

No se observaron variaciones significativas del NBT Test en las

muestras irradiadas.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 21, 22 y en el

Grafico 3, que expresan el porcentaje de células positivas al test del NBT

(media = DE).

Dia 14 Dia 14
NBT Test (% positivos) No radiadas Radiadas
NBT Test global 52,52+ 13,90 50,68 £ 17,44
NBT Test c. redondas 50,48 £12,22 75,48 £13,02
NBT Test c. alargadas 47,48 £ 12,13 24,52 £ 13,02
NBT Test ¢. multinucleadas 2,04 +1,34 0+0

Tabla 21. Dia 14: NBT Test (media £ DE) de las muestras radiadas
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Dia 21 Dia 21
NBT Test (% positivos) No radiadas Radiadas
NBT Test global 59,32 £ 13,74 51,96 £9,67
NBT Test c. redondas 72,04 £ 11,63 73,76 £ 11,13
NBT Test c. alargadas 25,08 £12,02 26,24 + 12,74
NBT Test ¢. multinucleadas 12,88 £ 1,94 0+0

Tabla 22. Dia 21: NBT Test (media £ DE) de las muestras radiadas

En el test post-hoc de Scheffe se hallaron diferencias muy
significativas (p<0,01) entre las muestras de células redondas radiadas y
las células redondas no radiadas cuantificadas el dia 14, asi como entre
las muestras de células alargadas radiadas y no radiadas cuantificadas el
dia 14. También se encontraron diferencias muy significativas (p<0,01)

en el NBT Test de las células multinucleadas entre las muestras radiadas

y las no radiadas leidas el dia 14 y 21.
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3.3. Citoquinas

La cuantificacion de las citoquinas en el sobrenadante del cultivo,
para valorar la incidencia de la irradiacion en el cultivo celular, se hizo
comparando los niveles de citoquinas el dia 14 entre las células no
radiadas y las células radiadas, y comparandolos también el dia 21 entre
las células radiadas y las células no radiadas. Se registraron los siguientes

patrones:
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1) La irradiacion no produjo ningiin cambio significativo en la
IL-2, IL-4, GM-CSF e IFN-v.
2) LaIL-1B y el TNF-a disminuyeron con la irradiacion el dia
14 y el dia 21.
3) LalIL-10 aument6 en las muestras radiadas el dia 21.
La valoracion estadistica mediante un ANOVA de los resultados,
reflejo diferencias muy significativas (p<0,01) en la IL-1B, el TNF-a; y
diferencias significativas (p<0,05) en la IL-10. No existian diferencias
significativas entre las determinaciones de la IL-2, IL-4, GM-CSF y el
IFN-y. Los datos se recogen en la Tabla 23, 24 y en los Graficos 4, 5, 6,
7, 8 y 9, que muestran la concentracion (pg/ml) de citoquinas (media +

DE) en el sobrenadante del medio de cultivo los dias 14 y 21.
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Dia 14 Dia 14
CITOQUINAS (pg/ml) No radiadas Radiadas
IL-1B 152,60 £ 94,37 46,86 + 46,82
IL-2 6,15+ 7,80 7,03 £11,16
IL-4 4,61 +6,72 1,51 £0,81
IL-10 164,40 + 135,60 | 103,70 + 155,70
IFN- vy 182,50 £276,10 | 256,60 + 381,30
GM-CSF 107,80 + 92,94 66,23 + 104,10
TNF- o 373,50 £ 320,40 246 £ 174,20

Tabla 23. Dia 14: Cuantificacion de citoquinas (media + DE)

Dia 21 Dia 21
CITOQUINAS (pg/ml) No radiadas Radiadas
IL-1PB 49,05 + 38,47 19,66 + 30,65

IL-2 531+5,16 191 2,12

IL-4 3,31 +£4,60 1,08 £ 0,47
IL-10 135,30 + 140,40 | 195,60 + 166,50
IFN- vy 95,02 £ 131,70 105,40 £ 178,30
GM-CSF 126,40 £ 172 135,20 £ 163,60
TNF- o 199,60 + 92,13 159,80 £91,26

Tabla 24. Dia 21: Cuantificacion de citoquinas (media + DE)
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El test de Scheffe reflejo los siguientes resultados:

a) IL-1B: se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre
las muestras radiadas y las muestras no radiadas, obtenidas los
dias 14y 21.

b) IL-10: se hallaron diferencias significativas (p<0,05) entre las
muestras radiadas y las muestras no radiadas, obtenidas el dia
21.

¢) TNF-a: se objetivaron diferencias significativas (p<0,05)
entre las muestras radiadas y las no radiadas, determinadas el

dia 14 y el dia 21.

140 Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem
Cells circulantes



Resultados

250+
2254
200
1754
1504

E 1254

1004

754

50

254

Grifico 4. Niveles de GM-CSF (media + DE)

450+

=

Grifico 5. Niveles de IL-1PB (media + DE)

Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem [41]
Cells circulantes




Resultados

157

104

pg/mL

® & &
\f@p‘y *‘f ¢ i

Grifico 6. Niveles de IL-2 (media + DE)

150+

pa/mL

1004

P 7 @*’y &f éf
".}b

L

Grafico 7. Niveles de IL-10 (media + DE)

142 Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem
Cells circulantes



Resultados

paimL

1004

S 5 & &yy . f b f
= L

Grifico 8. Niveles de IFN-y (media + DE)

-1

2

Grafico 9. Niveles de TNF-a (media + DE)

Efectos de los Campos Electromagnéticos Pulsados (PEMF) en el cultivo de las Stem 143
Cells circulantes




Resultados

Imagen 6. Crecimiento dia 14 en muestras no radiadas (X10 aumentos)
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Imagen 8. Crecimiento dia 21 en muestras no radiadas
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Imagen 9. Crecimiento dia 21 en muestras radiadas

Imagen 10. Morfologia celular (células redondas, c. alargadas y c. multinucleadas)
dia 14 de cultivo en muestras no radiadas
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Imagen 11. Morfologia celular (Fibrocitos X10 aumentos)

Imagen 12. Morfologia celular (Fibrocitos X20 aumentos)
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Imagen 14. Inmunocitoquimica. Células CD 68+
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Imagen 16. Célula NBT Test +
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V. DISCUSION

1.- LAS CARACTERISTICAS DE LOS FIBROBLASTOS-LIKE:

MITAD CONJUNTIVO, MITAD MACROFAGO

La mayor dificultad para la valoracioén del cultivo de las células
mononucleares de sangre periférica radica en la falta de criterios de
identificacion definitivos de las células proliferantes. De hecho, hay una
evidencia clara de que las células sembradas (CMN), comprenden
linfocitos, monocitos y una pequena cantidad (<1%) de células CD 34+.
Sin embargo, a los 7, 14 y 21 dias del cultivo se detecta una proliferacion
progresiva y heterogénea que incluye tres variedades morfologicas —
células redondas, células alargadas y células multinucleadas — con
caracteristicas de CFU-F, Fibroblastos-like/fibrocitos, MSC, macréfagos,
condrocitos y osteoclastos. Las proporciones son muy variables en cada
caso sin que se conozcan los factores que condicionan este desarrollo;
ademas, es necesario subrayar la falta de criterios inmunofenotipicos
definitivos que permitan identificar de forma concluyente las poblaciones
de células mesenquimales y fibroblastos-like. Parece claro, que el papel

del CD 34 es importante para separar a los fibroblastos-like/fibrocitos
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(CD 34+) [137] de las células mesenquimales (CD 34-) [138]. En los
ultimos afios se estan intentando definir los criterios de identidad de las
c¢lulas mesenquimales, o al menos, unos patrones minimos que permitan
su identificacion, y en el afio 2006 la International Society for Cellular
Therapy propuso tres criterios minimos para identificar a las células
mesenquimales [139]: 1) deben de ser células adherentes al plastico
cuando estan en condiciones de cultivo estandar, 2) expresan CD 5, CD
73 y CD 90 y son negativas para marcadores hematopoyéticos CD 34,
CD 45, CD 14 o CD 11b y 3) pueden diferenciarse hacia osteoblastos,
adipocitos y condroblastos. Estos criterios minimos pueden ser utiles
cuando se estdn manejando exclusivamente poblaciones celulares muy
homogéneas, sin embargo, el desarrollo del cultivo de células
mononucleares si por algo puede definirse, es por la heterogeneidad de
las poblaciones celulares de dificil identificacion inmunofenotipica, en
las que claramente predominan los fibroblastos-like/fibrocitos.

La caracteristica mas llamativa de los fibrocitos, que comparten
con las células mesenquimales, es la adherencia al plastico en las
condiciones de cultivo convencionales. También estd bien asentado que
los fibrocitos se originan a partir de los monocitos, tal como demuestra
Pilling y cols. [59] al sembrar CMN de sangre periférica depleccionadas

de linfocitos. Sin embargo, entre las incognitas que plantea la
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heterogeneidad del crecimiento celular y la variacion de la intensidad de
la proliferacion en los casos individuales, se podria incluir el papel de los
linfocitos como factores muy relevantes que actian en la diferenciacion
de los fibrocitos; desde luego esta bien establecido que los linfocitos T
son imprescindibles para lograr la diferenciacion de los fibrocitos [61], y
probablemente haya otras células y también otros factores humorales, tal
como sefiala recientemente Shao y cols. [140], que puedan desempenar
un papel similar. Precisamente, para preservar la acciéon de estos
mecanismos de regulacion en gran parte desconocidos, en el disefio de
los cultivos de este estudio no se programaron métodos especificos para
la eliminacién de las células no adherentes, y su disminucion quedaba
condicionada exclusivamente al cambio semanal de la mitad del medio
de cultivo. Esta caracteristica metodoldgica es un hecho diferencial con
la mayoria de los cultivos resefiados.

La identificacion de los tipos celulares desarrollados en el cultivo
no estd suficientemente definida y desde luego detecta resultados
contradictorios. Seguramente, la falta de marcadores unicos para cada
tipo celular, dificulta extraordinariamente esta identificacion al tener que
recurrir a la combinacidon de paneles multiples, algunos con una enorme
cantidad de anticuerpos monoclonales, que llevan a conclusiones

laberinticas. El estudio de los marcadores de los fibrocitos humanos
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cultivados incluye hasta ahora méas de 50 parametros que recorren
marcadores leucocitarios, monociticos, linfoides, de células dendriticas,
CMH, Stem Cell, Integrinas, receptores de membrana, productos de
fibroblastos y otros marcadores como el vWF [141]. Estos datos
demuestran claramente la ausencia de criterios especificos para la
identificacion del fibrocito, a lo que hay que sumar la incidencia de los
multiples métodos del procesamiento celular que incluyen
despegamientos y tripsinizaciones. Para intentar minimizar estos efectos,
en este estudio se eligié la valoracion del inmunofenotipo mediante una
técnica citoquimica con FAFA, intentando visualizar simultaneamente la
morfologia celular individual y la positividad del anticuerpo monoclonal.
De la variedad de marcadores utilizados hay unanimidad en la literatura,
en considerar la positividad de los fibrocitos a la Vimentina como un
marcador especifico [68]. En este estudio encontramos una positividad
muy intensa y generalizada que incluia practicamente al 100% de las
células el dia 7 ,14 y 21 del cultivo. El origen monocitico de los
fibrocitos, plantea la hipotesis del mantenimiento de las caracteristicas
macrofagicas durante la diferenciacion. Este aspecto no estaba
suficientemente aclarado, por lo que se incluy6 en el estudio celular un
marcador monocitico (CD 68), positivo en los monocitos humanos y en

los macrofagos tisulares, y un test de actividad fagocitica que permitia
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evaluar la capacidad bactericida de las células (NBT Test). Tanto el
anticuerpo monoclonal CD 68 como el NBT Test fueron positivos en mas
del 80% de las células sin excluir ninglin tipo morfoldgico. Este hecho
que hasta ahora no habia sido sefialado, parece demostrar la presencia de
actividad macrofagica claramente visible en el fibrocito, lo que le
convertiria en una célula que comparte caracteristicas de las células
derivadas del tejido conjuntivo y de los macrofagos.

La relacion de las citoquinas con la diferenciacion fibrocitica es
muy estrecha, habiéndose descrito la produccion de numerosas
interleukinas especialmente citoquinas inflamatorias (IL-1p, IL-10, TNF,
TGF-B1, M-CSF) en los cultivos de fibrocitos [63]; también se ha
valorado la incidencia de las citoquinas afiadidas al cultivo celular en la
diferenciacion de los monocitos a fibrocitos. Se comprobd que la IL-1p,
IL-3, IL-6, IL-7, IL-16, GM-CFS y TNF-a, no tienen un efecto
significativo en la diferenciacion fibrocitica, mientras que la IL-4, IL-13
y el IFN-y actian directamente en los monocitos para regular su
diferenciacion fibrocitica [140].

En el disefio del estudio se incluy6 la evaluacion de la secrecion de
citoquinas por las células cultivadas, para lo que se utilizo la metodologia

Luminex de alta sensibilidad, que cuantificaba los niveles de citoquinas
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en el medio de cultivo los dias 7, 14 y 21. Los datos mas relevantes
fueron:

a) Las IL-6 e IL-8 estan por encima de los 2000 pg/ml en todas las
muestras, reflejando la presencia permanente de células fibroblésticas y
macrofagicas.

b) Las IL-12, IL-7, IL-13 y la IL-5 tienen rangos bajos, inferiores a 0,13
pg/ml, relacionados con poblaciones minimas de células del estroma y de
linfocitos T.

c) Las IL-1B, IL-2 y la IL-10 descienden desde el dia 7 hasta el dia 21.
Estos hechos son concordantes con los hallazgos morfologicos y
citoquimicos, porque la IL-6 y la IL-8 estdn intimamente implicadas con
la respuesta inflamatoria-quimiotactica y son producidas por monocitos y
fibroblastos, mientras que las Interleukinas 2, 4, 5, 10 y el IFN-y tienen
origen linfocitico y sufren las variaciones de los linfocitos del cultivo.
También es significativo el descenso desde el dia 7 al dia 21 del cultivo

de las Interleukinas 1B, 2 y 10, producidas por células macrofagicas.
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2.- UN NUEVO PROTOCOLO DE IRRADIACION: MENOS

DOSIS, MENOS TIEMPO Y RESULTADOS EQUIVALENTES

El estudio de los efectos de la irradiacion PEMF en los cultivos
celulares se ha dirigido de forma casi exclusiva a poblaciones celulares
osteoarticulares, naturalmente relacionadas con el uso clinico del PEMF.
El mayor numero de observaciones se hicieron sobre condrocitos
humanos [109] [111] [23] [129] y en menor medida sobre lineas celulares
de osteosarcoma [124]; también hay observaciones aisladas sobre otras
células como fibroblastos [125], células endoteliales [120], células
mesenquimales [131], e incluso neutrofilos [116]. No hemos encontrado
en la literatura revisada ningin estudio que evaluase la accion de la
irradiacion PEMF en los fibroblastos-like/fibrocitos, y sin embargo es
evidente el papel relevante de estas células por su condicion de
conjuntivo/macrofago en las afecciones inflamatorias osteoarticulares.
Por otra parte, la localizacion de estas células en la sangre periférica que
les permite el acceso a cualquier foco inflamatorio, y ademads, las hace
susceptibles a las interacciones celulares y a los factores plasmaticos
inmunomoduladores, las sefialaron como un objetivo preferente de este

estudio para evaluar el efecto de la irradiacion PEMF.
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Las condiciones de cultivo siguen las pautas habituales que
incluyen la incubacién en estufa a 37°C de temperatura, 5% de CO,y
humedad a saturacién. Sin embargo, el medio de cultivo utilizado en la
mayoria de los trabajos revisados, fue el medio de Eagle MEM o alguna
modificacion del medio de Dulbecco. Hay que subrayar que estos
cultivos estaban dirigidos a condrocitos y osteoblastos. En este estudio se
utilizo el medio de McCoy SA tal como se viene usando en el cultivo de
fibrocitos sobre una modificacion de las técnicas descritas por Gordon
[135] y Kaneko [56]. Es una constante en todos los estudios realizados la
utilizacion del suero bovino fetal (SBF), considerandolo un factor
imprescindible para la diferenciacion de las células cultivadas y
especialmente relevante en el desarrollo del cultivo de fibrocitos.
También se ha descrito la incidencia de la concentracion del SBF en el
efecto del PEMF sobre los condrocitos cultivados, sefialando una
relacion directa entre la concentracion del SBF y la proliferacion [109].
Las concentraciones utilizadas se sitGan en torno al 10%, aunque en
algun trabajo se us6 SBF a una concentracion del 20% [129]. Siguiendo
las pautas previas de los cultivos de fibrocitos, en este estudio se utilizo
el SBF a una concentracion del 20%.

Los protocolos de irradiacion PEMF en cultivos celulares

presentan la mayor variedad de mezclas de frecuencias, intensidades,
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duracion y numero de sesiones; probablemente esta caracteristica hace
especialmente dificil la comparacion de los resultados y el hallazgo de
unos criterios comunes que permitan explicar los efectos clinicos. Las
frecuencias resefiadas en la literatura varian entre los 6.4 Hz [106] y los
500 Hz utilizados por Jahns [23]; naturalmente entre estos extremos hay
una gran variedad de frecuencias, en las que predomina el uso de 75 Hz.
Sin embargo, en el uso clinico de la irradiacion PEMF en los retardos de
consolidacion o6sea (principal indicacion clinica de la terapia con PEMF)
se utiliza una frecuencia de 50 Hz, que hemos extrapolado a este estudio.
Las intensidades del campo magnético resefiadas en la literatura tienen
una menor dispersion y la mas usada es la de 2.3 mT [109] [110] [111].
Las especificaciones del generador PEMF utilizado en este estudio,
permitia ajustar una intensidad de 2.25 mT que era el valor mas
aproximado al de los otros estudios. La duracién de la irradiacion, la
distribucion (continua/intermitente) y el nimero de sesiones representan
la mayor heterogeneidad registrada en los protocolos de irradiacion
revisados. El tiempo de irradiacion varia desde 24 horas consecutivas
[110] hasta 20 minutos/dia [100, 129]; el paralelismo de estas variables y
su dispersion se mantiene también en la distribucion de las sesiones que
abarca todos las combinaciones de dias continuos y alternos entre la dosis

unica [23] y la irradiacion durante 6 dias consecutivos [111]. En estudios
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previos, planteados precisamente para evaluar la respuesta 6ptima con los
minimos tiempos de irradiacion y sesiones, comprobamos que el
protocolo con 15 minutos de irradiacion durante 3 dias consecutivos era
el que presentaba los mejores resultados. Por otra parte, el disefio general
del protocolo pretende ajustarse a las directrices del uso clinico de la
irradiacion PEMF adaptandola a los cultivos celulares.

Las determinaciones realizadas en los cultivos celulares para
evaluar los efectos de la irradiacion PEMF comparten la misma
diversidad y dispersién que recogen los protocolos de irradiacion. La
dificultad para comparar resultados, ya de por si, muy dificil en la
literatura actual como reconocen los propios autores [111], aumenta
cuando se trata de evaluar el efecto PEMF en el cultivo de fibroblastos-
like/fibrocitos, del que no se han encontrado observaciones en la
literatura revisada; esta ausencia de datos sitia los cultivos de
condrocitos como los antecedentes mas proximos a los fibrocitos y por
ello se han elegido como resultados de referencia para el analisis. La
proliferacién celular es el parametro que se ha evaluado con mayor
frecuencia, utilizando mayoritariamente la incorporacion de Timidina-H?,
que incluia la tripsinizacion y el despegamiento. Excepcionalmente,
también se describe el uso del contaje celular como método de

cuantificacion, sin especificar sus caracteristicas. Stolfa [129] mide la
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viabilidad celular con el MTT Test y no encuentra diferencias
significativas entre los controles y las células irradiadas con PEMF. La
mayoria de los experimentos demuestran un incremento de la
proliferacion, pero con unos comportamientos muy heterogéneos que
pueden ser atribuidos a cambios fenotipicos celulares [109], a niveles de
densidad celular en el cultivo y a la duraciéon de la irradiacion [111], o
incluso, a series con un nimero de muestras inferiores a 20 [106]. En los
cultivos de fibrocitos se ha registrado un incremento progresivo de la
proliferacion postirradiacion que se detecta el dia 14 y el dia 21. Se
utilizo un Software de contaje celular que registraba el nimero de células
por milimetro cuadrado sobre 20 campos de la placa, que suponian una
muestra representativa del cultivo. Este método tenia la ventaja de que no
exigia ninguna manipulacion previa de las células cultivadas, valoraba a
todas las células del cultivo in situ y requeria exclusivamente una tincion
con Giemsa que permitia estudiar sobre la misma muestra la morfologia
celular. En el cultivo de condrocitos humanos, continuando con los datos
de referencia elegidos, también estan resefiados en la literatura cambios
morfoldgicos secundarios a la irradiacion con PEMF. Jahns [23] sefiala la
actuacion de la irradiacion PEMF sobre el citoesqueleto de los
condrocitos alterando la funcionalidad de los microfilamentos de actina,

que se concreta en cambios morfologicos visibles en microscopia Optica,
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invirtiendo la evolucion morfoldgica normal de los condrocitos que pasa
de célula esférica a célula alargada y a célula estrellada. La morfologia de
los fibroblastos-like/fibrocitos es muy heterogénea y de hecho las células
cultivadas presentan suficiente variabilidad morfolégica como para
requerir la separacion en multitud de grupos; sin embargo, la necesidad
de conseguir clasificaciones homogéneas que permitan la comparacion
aconseja simplificar estas separaciones. En la mayoria de los estudios
sobre estos cultivos, la morfologia suele incluir exclusivamente dos
grupos celulares que separan a las células alargadas, con morfologia
fibroblastoide y con aspecto fusiforme, de las células redondas, en
algunos casos con prolongaciones de pequefio tamafo y aspecto redondo
o estrellado, que en realidad acaban incluyendo a todas las células del
cultivo que no son fusiformes. En este estudio también se incluyen como
células derivadas del cultivo con evolucion osteocldstica o macrofagica
un grupo de células multinucleadas que casi siempre representan un
pequefio porcentaje y s6lo en muestras aisladas tienen una presencia
significativa. La evoluciéon morfoldgica de los cultivos de fibroblastos-
like/fibrocitos registra un predominio significativo de células redondas
sobre células alargadas que en el dia 14 disminuye al producirse un

aumento de las células alargadas.
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Las citoquinas parecen jugar un papel decisivo en el control de la
proliferacion y diferenciacion de los fibrocitos [140], y hay algunos
estudios que describen la capacidad de los fibroblastos-like/fibrocitos
para producir citoquinas y factores de crecimiento [70], aunque no se ha
realizado ningun estudio evaluando el efecto de la irradiacion PEMF
sobre esta produccion. Utilizando como referencia la liberacion de
citoquinas postirradiacion en los osteoblastos [100] y en los osteoclastos-
like [117], cuantificadas por ELISA, se detectd un incremento del TNF-
a, IL-1B y PG-E; en relacion con el reclutamiento de los osteoclastos-like
y de la intensidad del campo eléctrico. En los osteoblastos, la irradiacion
PEMF induce un aumento de la liberacion de la TGF- B1 que no guarda
relaciéon con la intensidad del campo magnético. En este estudio se
selecciono un panel de 13 citoquinas (IL-1 B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y, CSF-GM Y TNF-a), realizadas con
tecnologia Luminex de alta sensibilidad, incluyendo la evaluacion de

patrones inflamatorios e inmunes.
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3.- LA IRRADIACION CON PEMF AUMENTA EL

CRECIMIENTO Y NO CAMBIA LAS CELULAS

Los escasos estudios que valoran los efectos de la irradiacion
PEMF en la proliferacion [106] [109] [111] y en los cambios
morfologicos [23] del cultivo de condrocitos, se caracterizan porque
comparten el aumento de proliferacion como una constante de la
irradiacion PEMF y al mismo tiempo utilizan una variabilidad de
parametros de irradiacion que no permite obtener un modelo comun de
protocolo de irradiacion.

La cuantificacion del aumento de proliferacion varia entre 178%-190% a
las 9 horas y el 244%-267% a las 18 horas cuando se usa irradiacion
continua [111], que no aumenta a partir del tercer dia, aunque se
prolongue el experimento, probablemente por déficit de factores de
crecimiento. El uso de irradiacion intermitente [106] parece conseguir
mayores incrementos de proliferacion que la irradiacion continua.

La evaluacion de los cambios morfologicos de los condrocitos tras
irradiaciéon PEMF esté resefiada en el estudio de Jahns [23] que recoge la
transformacion de los condrocitos estrellados hacia formas esféricas,

produciéndose un despegamiento del plastico, sin que estos efectos
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disminuyesen al reducir el tiempo de irradiacién. En estos experimentos
se utilizaron frecuencias de 100 y de 500 Hz.

En los cultivos de fibroblastos-like/fibrocitos de este estudio también se
observo un significativo aumento de la proliferacion, progresivo desde el
dia 14 hasta el dia 21, observando un descenso muy significativo de las
células alargadas. En todos estos cultivos, se utiliz6 una frecuencia de
irradiacion de 50 Hz, durante 15 minutos en tres dias consecutivos.

En este estudio también se cuantificd el efecto PEMF sobre la
produccion de citoquinas en el cultivo de fibroblastos-like/fibrocitos,
utilizando un panel de 13 citoquinas y factores de crecimiento. No se
encontraron referencias similares en la revision de la literatura actual, por
lo que no disponemos de parametros de comparacion. Las
determinaciones se hicieron en el sobrenadante del cultivo, los dias 14 y
21, valorando las placas control y las placas irradiadas. Los resultados
mas relevantes incluyen la disminucion significativa de la IL-1p y del
TNF-a, asi como el aumento de la IL-10 el dia 21. Estos hechos sugieren
la actuacion del PEMF sobre las células linfoides residuales (aumento de
la IL-10) y sobre la produccion de citoquinas inflamatorias (descenso de

la IL-1B y del TNF-a), que podrian explicar la implicaciéon del PEMF en
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los efectos clinicos cuando se usa como tratamiento antiinflamatorio de
la patologia osteoarticular.

Por otra parte, aunque se registraron resultados muy diferentes en
los valores medios de los niveles de IL-2, IL-4, GM-CSF e IFN-y en las
células irradiadas, no presentaban diferencias estadisticamente
significativas, asumiendo que la irradiacion PEMF no produce cambios
en la produccién de estas citoquinas.

El andlisis de la evolucion cronoldgica del cultivo, sefala al dia
14 como el punto de corte mas relevante, que registra cambios muy
significativos en la morfologia celular y en la produccion de citoquinas.
En las células no radiadas se observd un aumento de la poblacion de
células alargadas acompafniado de un aumento de los niveles de IFN-y y
TNF-a. Sin embargo, la irradiacion con PEMF producia cambios
celulares opuestos, que incluian la disminucion de la poblacion de células
alargadas y el descenso del nivel de TNF-a.

Estos datos sugieren la implicacion de las células alargadas
(fibrocitos/fibroblast-like) en la produccion de TNF-a y su relacion clara
con la produccion de patologia inflamatoria. Esta cronologia subraya la

existencia de un intervalo de 1-2 semanas entre la irradiacion y los
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efectos celulares, situacion que curiosamente también se detecta en el uso

clinico del PEMF.
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VI. CONCLUSIONES

1.- El cultivo de células mononucleares de sangre periférica produce
fibroblast-like/fibrocitos con caracteristicas de tejido conjuntivo y de
células macrofagicas (morfologia fibroblastica, Vimentina +, CD 68 +y

NBT Test positivo).

2.- El patréon de produccion de citoquinas durante el cultivo registra un
aumento progresivo de los niveles de GM-CSF, un descenso también
progresivo de la IL-2, IL-1PB y de la IL-10, y un incremento de IFN-y y

TNF-a el dia 14.

3.- El protocolo de irradiacion PEMF disefiado para este estudio con
menores dosis y tiempos de irradiacion, consigue resultados equiparables

a los utilizados en protocolos anteriores.

4.- La irradiacién con PEMF produce un incremento muy significativo de
la proliferacion celular, disminuyendo el numero de células alargadas el

dia 14.
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5.- No se detectaron cambios significativos en los marcadores

citoquimicos ni en la capacidad fagocitica tras la irradiacion PEMF.

6.- La irradiacion PEMF no altera los niveles de IL-2, IL-4, GM-CSF ¢

IFN-y.

7.- Se observé una disminucion muy significativa de los niveles de IL-1

y de TNF-a en los cultivos irradiados con PEMF.
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