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RESUMEN 

 
   La osificación heterotópica (OH) es, por definición, la formación de hueso 
laminar maduro mediante procesos de osificación endocondral y/o 
intramembranosa en tejidos blandos extra-esqueléticos. Clínicamente, no existe 
ningún signo patognomónico que permita establecer el diagnóstico temprano 
de esta enfermedad, basándose el mismo en la recopilación de signos y síntomas 
clínicos no específicos de la patología. Actualmente, la etiopatogenia de esta 
enfermedad no está del todo esclarecida. Sin embargo, existen ciertos factores 
de riesgo que favorecen su aparición. Entre ellos destacan las lesiones 
neurológicas, fracturas, cirugía de reemplazo articular, etc. 
   Atendiendo a la etiología de esta enfermedad, la OH se puede clasificar en 
OH congénita o adquirida. Las variantes congénitas, como la fibrodisplasia 
osificante progresiva (FOP) y la heteroplasia ósea progresiva (HOP) son 
enfermedades raras y consideradas como las formas más graves de la patología. 
Por su parte, la OH adquirida se trata de la modalidad de OH más frecuente. 
Esta, a su vez, puede clasificarse en OH adquirida de origen traumático o 
neurogénico (OHN).  
   La OHN es una de las complicaciones más frecuentes derivada de un daño 
en el Sistema Nervioso Central (SNC). Este tipo de OH se desarrolla 
normalmente tras un politraumatismo en el cual estructuras centrales y 
periféricas están involucradas, como sucede en el caso de un traumatismo 
craneoencefálico (TCE) asociado a fracturas óseas concomitantes, o en una 
lesión medular.  
   La etiopatogenia de la OHN se desconoce a día de hoy. Sin embargo, algunas 
de las hipótesis actuales se centran en un posible efecto aditivo de los factores 
humorales neuroinmunológicos que alcanzan las estructuras periféricas debido 
a una alteración en la barrera hematoencefálica (BHE) producida por un TCE, 
y de los factores locales liberados tras el traumatismo. Asimismo, otro de los 
factores que podrían estar relacionados con el desarrollo de esta enfermedad 
sería la presencia de precursores osteoblásticos y células circulantes en sangre 
con potencial osteoformador.  
   Recientemente, se ha vinculado la posible implicación del Sistema Nervioso 
Periférico (SNP) con el desarrollo de masas ectópicas. En concreto, se ha 
postulado que las alteraciones en la barrera hematonerviosa (BHN) producidas 
tras un traumatismo podrían estar relacionadas con el incremento en la 



 
 

 
 

incidencia de esta enfermedad. Asimismo, otros estudios han sugerido el origen 
de los progenitores osteoblásticos a nivel del nervio.  
   A pesar de la elevada incidencia de esta patología, las terapias actuales para 
abordarla son escasas, poco efectivas y algunas de ellas altamente invasivas. 
Además, no están exentas de efectos adversos y complicaciones.  
   Ante esta situación, nos planteamos la hipótesis de que los astrocitos y nervios 
podrían liberar al medio factores osteoinductores que podrían favorecer la 
formación de hueso ectópico. Asimismo, sugerimos que en el suero de los 
pacientes en riesgo de padecer OHN existen factores responsables de las 
propiedades osteoinductoras del mismo y que podrían desempeñar un papel 
clave en la formación ósea ectópica. Finalmente, nos planteamos la hipótesis de 
que fármacos utilizados en la práctica clínica con un perfil “osteo-inhibidor” 
podrían bloquear los procesos osteoformadores presentes en los pacientes con 
riesgo de padecer OHN.  
   A raíz de estas hipótesis, se plantearon los siguientes objetivos: 
   1. Establecer un modelo de OHN in vitro válido que permita el estudio de la 
patología.  
   2. Determinar in vitro la capacidad de los astrocitos de liberar factores 
osteoinductores y caracterizar mediante proteómica los factores secretados.  
   3. Determinar in vitro la capacidad de los nervios y células nerviosas de liberar 
factores promotores del anabolismo óseo y caracterizar mediante proteómica 
los factores liberados por los mismos.  
   4. Determinar in vitro el potencial osteoinductivo del suero de pacientes en 
riesgo de padecer OHN e identificar y/o aislar los principales factores 
humorales presentes en el suero de estos pacientes mediante proteómica.  
   5. Estudiar el bloqueo farmacológico de los posibles efectos osteoinductivos 
de los factores humorales identificados.  
   Para llevar a cabo estos objetivos se realizaron diferenciaciones de 
osteoblastos y células madre mesenquimales (MSCs) a adipocito en presencia o 
ausencia de astrocitos o bien del secretoma de los mismos. Del mismo modo, 
se llevaron a cabo diferenciaciones de osteoblastos y MSCs a adipocito en 
presencia o ausencia de explantes nerviosos (EN) procedentes de donantes 
humanos, o de las células derivadas de los EN (CEN). Estos procesos fueron 
evaluados mediante el análisis de la expresión génica de los marcadores de 
osteoblastogénesis, inflamación y adipogénesis. 
   En general, los resultados obtenidos evidenciaron un efecto promotor del 
anabolismo óseo e inflamación por parte de los astrocitos, EN y CEN en las 



 
 

 
 

diferenciaciones osteoblásticas. En relación con la inflamación, el presente 
estudio ha demostrado cómo la presencia de un estímulo inflamatorio externo 
como la interleuquina 1b (IL1b) fue capaz de potenciar tanto los marcadores 
inflamatorios como los anabólicos asociados con la OH. Asimismo, estas 
células nerviosas redujeron los marcadores adipogénicos esenciales en la 
diferenciación de las MSCs a adipocito, y promovieron la expresión de los genes 
relacionados con el metabolismo óseo en el proceso de adipogénesis.  
   Como resultado de la caracterización proteómica de los secretomas de 
astrocitos, nervios, del medio de diferenciación de SaOS2 (MD) y del medio de 
nervio (MN) se evidenció la presencia de una proteína (resultados afectados por 
la protección de derechos) altamente expresada en los sobrenadantes de las 
células nerviosas.  
   En línea con lo descrito en la literatura, los estudios proteómicos realizados 
con los sueros de los pacientes elucidaron el potencial osteoinductor del suero 
de los pacientes con mayor riesgo de padecer OHN (TCE+FHL).  
   Finalmente, en esta tesis doctoral se testó el efecto de la triterapia (TT) en el 
modelo de OHN in vitro desarrollado tanto con componente central como 
periférico. A pesar de algunas idiosincrasias entre ambos modelos, la TT redujo 
en los osteoblastos los principales marcadores óseos relacionados con la OH, 
así como el perfil inflamatorio desencadenado por los astrocitos y nervios en 
los mismos.  
   En relación con los datos obtenidos, se puede concluir que los factores 
liberados por los astrocitos y nervios alteran el metabolismo óseo a través del 
balance osteoblastogénesis-adipogénesis, en detrimento de este último. 
Asimismo, los efectos de los astrocitos y EN sobre la osteoblastogénesis 
podrían ser modulados mediante el uso de la TT.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

 
ABSTRACT 

 
   The term Heterotopic Ossification refers to the presence of mature lamellar 
bone in extra-skeletal soft tissue. The bone growth can occur through 
endochondral or intramembranous ossification mechanisms.  
   Clinically, there are no pathognomonic signs to establish an early diagnosis of 
this disease. Thus, its diagnosis is mainly based on non-specific signs and 
symptoms. 
   Currently, the etiopathology of this disease is not fully elucidated. However, 
some risk factors contribute to its development. Among them, neurogenic 
insults, fractures, or joint replacements should be highlighted.  
   According to its aetiology, this disease can be classified as genetic or acquired 
heterotopic ossification. Genetic variants (Fibrodysplasia Ossificans 
Progressiva and Progressive Osseous Heteroplasia) are rare diseases and 
considered the most severe heterotopic ossification manifestations. Regarding 
non-hereditary forms, they represent the most frequent heterotopic ossification 
variant. The acquired heterotopic ossification can develop after traumatism or 
a neurogenic insult.  
   The neurogenic heterotopic ossification is one of the most frequent 
complications of suffering an injury in the Central Nervous System. According 
to this, it has been demonstrated that its incidence increases after concomitant 
Central Nervous System damage, such as a traumatic brain injury or spinal cord 
injury, and a peripheral injury, such as a long bone fracture.  
   The pathophysiology of neurogenic heterotopic ossification remains 
unknown. Nonetheless, it has been hypothesised that the humoral 
neuroimmunological factors released by the brain could play a critical role in 
developing this disease. After a traumatic brain injury, the blood-brain barrier 
is compromised, and some neurogenic factors leak from the brain to distal 
tissues. At the same time, distal tissues located close to the fracture secrete other 
factors to promote bone healing. Thus, it was suggested that the convergence 
of these two factors could potentiate abnormal bone growth. Likewise, studies 
pointed to osteoblast precursors and circulating cells with osteoforming 
capacity as potential factors to accelerate ectopic bone formation. 
   Recently, the Peripheral Nervous System has also been postulated as a 
promoter of heterotopic bone. Specifically, studies linked the disruption of the 
blood-nerve barrier with increased neurogenic heterotopic ossification 



 
 

 
 

incidence. Additionally, the presence of osteoblast precursors in nerves has also 
been suggested. 
   Even though there is a high incidence of this pathology, the therapies used 
for its management have low-effective rates. Moreover, some of them are highly 
invasive and associated with side effects and complications.  
   Given this situation, we hypothesised that astrocytes and nerves could release 
osteoinductive factors into the environment that could lead to ectopic bone 
formation. Likewise, we suggested that in the serum of patients at risk of 
developing neurogenic heterotopic ossification, there are osteoinductive factors 
that could play a key role in ectopic bone formation. Finally, we hypothesised 
that "osteo-inhibitory" drugs currently used in clinical practice could block bone 
formation in these patients.  
   Taking into account these hypotheses, we formulated the following aims: 
   1. To establish a valid in vitro neurogenic heterotopic ossification model that 
allows the study of the pathology.  
   2. To determine the capacity of astrocytes to release osteoinductive factors in 
vitro, and characterise them by proteomics.  
   3. To determine the capacity of nerves and nerve cells to release factors that 
promote bone anabolism in vitro, and characterise them by proteomics.  
   4. To determine, identify and/or isolate the potential osteoinductive factors 
present in patients at risk of developing neurogenic heterotopic ossification 
serum by proteomics.  
   5. To pharmacology block the identified osteoinductive factors. 
   To carry through these objectives, osteoblast-like cells and mesenchymal stem 
cells were differentiated into osteoblasts and adipocytes, respectively, in the 
presence or absence of astrocytes or their secretome. In the same way, 
osteoblast-like cells and mesenchymal stem cells were differentiated into 
osteoblasts and adipocytes in the presence or absence of nerve explants and 
outgrowth nerve cells. The gene expression of bone, inflammation, and 
adipocyte-related markers were evaluated.  
   Overall, the obtained results showed the ability of astrocytes, nerve explants, 
and outgrowth nerve cells to increase bone and inflammatory-related markers 
on osteoblastogenesis. Regarding inflammation, this study demonstrated that 
adding an external inflammatory stimulus such as IL1b can increase the 
inflammatory and anabolic markers associated with heterotopic ossification. 
Likewise, these nervous cells decreased essential adipogenic markers and 



 
 

 
 

increased the expression of bone-related markers on mesenchymal stem cells 
differentiated into adipocytes. 
   The proteomic characterization of astrocyte and nerve supernatants, the 
SaOS2 differentiation medium, and the nerve medium revealed a higher 
expression of the “X” protein (results affected by the protection of rights).  
   Moreover, proteomic analysis of the serum of patients at risk of developing 
neurogenic heterotopic ossification elucidated a higher osteoinductive profile 
in double trauma patients when compared to the rest of the groups.  
   Finally, the effect of the tritherapy was tested on the in vitro neurogenic 
heterotopic ossification models (co-culture of astrocytes or nerve explants with 
osteoblasts). Although there were some differences between the two models, 
the tritherapy decreased the expression of bone and inflammatory markers 
induced by the astrocytes and nerve explants in osteoblasts.  
   In conclusion, astrocytes and nerve explants impact bone metabolism by 
altering the osteoblastogenesis-adipogenesis balance by promoting 
osteoblastogenesis. Additionally, the observed effects of astrocytes and nerve 
explants on osteoblastogenesis could be modulated using the tritherapy.  
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FISIOLOGÍA NERVIOSA 
 

1. EL SISTEMA NERVIOSO 
 

   El Sistema Nervioso (SN) se puede considerar como uno de los sistemas más 
complejos del cuerpo humano. El SN es el responsable de todas las actividades 
que el ser humano puede llevar a cabo. Gracias a él, somos capaces de percibir 
cambios fisiológicos internos, interaccionar con el mundo que nos rodea y 
generar respuestas acorde con la información procedente del organismo y del 
exterior. Asimismo, el SN controla todas las funciones vitales, además de 
aspectos como la personalidad, la inteligencia, la coordinación, o la percepción, 
entre otras (1,2).  
 

2. CLASIFICACIÓN DEL SN 
 
2.1. El SN Central 
 
   El SN Central (SNC) está formado por el encéfalo y la médula espinal. Dado 
que el SNC es el centro regulador de todas las funciones del organismo, éste se 
encuentra altamente protegido por estructuras óseas como el cráneo, en el caso 
del encéfalo, y la columna vertebral, en el caso de la médula espinal (1,2). 
Además, el SNC cuenta con otras estructuras más específicas que refuerzan 
inmunológicamente dicha protección: las meninges y la barrera 
hematoencefálica (BHE) (2,3).   
 
2.1.1. Las meninges 
 
   Tanto el encéfalo como la médula espinal se encuentran rodeados por una 
triple membrana, conjuntamente conocida como meninges: la duramadre, 
aracnoides y piamadre (2,3).  
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   La duramadre es una membrana gruesa, compuesta a su vez por dos capas: la 
perióstica, localizada adyacente al cráneo, y la meníngea localizada próxima al 
cerebro (2,3).  
   La capa intermedia de las meninges se conoce como aracnoides (2,3). Esta 
membrana está formada por células unidas entre sí mediante uniones estrechas 
(gap junctions, en inglés) que delimitan el espacio subaracnoideo (2,3). A través 
de este espacio fluye el líquido cefalorraquídeo, el cual protege las estructuras 
nerviosas frente a daños mecánicos (2,3). El espacio subaracnoideo presenta 
proyecciones hacia la piamadre denominadas trabéculas, así como vellosidades 
que participan en la reabsorción del líquido cefalorraquídeo hacia el torrente 
sanguíneo (2,3). Además, a través del mismo discurren las arterias más 
importantes que penetran en el cerebro (2,3).  
   Por último, la membrana más delgada que se encuentra adherida al 
parénquima del SNC se conoce como piamadre. Esta membrana está altamente 
vascularizada y su semipermeabilidad permite la circulación del líquido 
cefalorraquídeo a lo largo de los vasos penetrantes de los espacios 
perivasculares (2,3).  
   Dentro del parénquima del SNC, y localizada yuxtapuestamente a la 
piamadre, se encuentra la glía limitante, formada por la asociación de astrocitos 
y pies astrocíticos. Estas células ofrecen otro nivel de protección para el SNC 
ya que presentan una permeabilidad selectiva al paso de moléculas y patógenos 
hacia el mismo (2,3).  
 

2.1.2. La BHE 
 
   La microvasculatura del SNC está provista de una estructura con propiedades 
únicas: la BHE (Figura 1) (4–8). Se trata de una barrera altamente selectiva que 
limita el intercambio de substancias entre la sangre y el cerebro, manteniendo 
así la homeostasis del SNC y el correcto funcionamiento neuronal (4,6–8). 
Además, desempeña un papel crítico en la protección contra toxinas, 
patógenos, inflamación, daños y enfermedades que afectan al SNC (4,6,8). La 
disfunción de la BHE conlleva a desregulaciones en la homeostasis cerebral y a 
la invasión de células inmunes en el SNC, procesos que derivan en el 
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malfuncionamiento y degeneración neuronal (4,6,8). De este modo, se ha 
identificado la pérdida de estas propiedades exclusivas de la BHE en 
enfermedades neurológicas tales como el accidente cerebrovascular, la 
esclerosis múltiple o los traumatismos craneoencefálicos (TCEs), entre otros 
(4,6,9). 
   En cuanto a la composición de la BHE, destacan las células endoteliales, las 
cuales forman parte las paredes de los vasos sanguíneos. En el SNC, estas 
células presentan unas propiedades únicas que les permiten regular de manera 
altamente selectiva el intercambio de iones, moléculas y células entre la sangre 
y el cerebro (4,6–8).  
   Otro elemento importante en la composición de la BHE son las células 
murales, células contráctiles localizadas rodeando los grandes vasos y los 
pericitos. Los pericitos son células situadas en la superficie abluminal del 
endotelio vascular que se encuentran embebidas en la membrana basal. Entre 
sus funciones destacan la regulación de la angiogénesis, la deposición de la 
matriz extracelular, la cicatrización de heridas, la regulación de la infiltración de 
células inmunes y del flujo sanguíneo, así como la formación de la BHE durante 
el desarrollo (4,7,8). 
   El vaso sanguíneo de la BHE está rodeado por dos membranas basales, una 
interna o vascular y una externa o parenquimatosa, también conocida como glía 
limitante perivascular. La membrana basal vascular está formada por la matriz 
extracelular secretada por las células endoteliales y los pericitos, mientras que la 
membrana parenquimatosa está constituida por las secreciones de los procesos 
astrocíticos. En general, los componentes de las membranas basales son el 
colágeno tipo IV, laminina, proteoglicanos y otras glicoproteínas, aunque 
existen ligeras idiosincrasias entre la composición de ambas membranas (4,7,8). 
La membrana basal ofrece una barrera adicional al paso de moléculas hacia el 
tejido neural y es esencial para el correcto funcionamiento nervioso. Así, la 
alteración de esta estructura por las metaloproteinasas de matriz (MMPs, por 
sus siglas en inglés) se ha relacionado con la infiltración leucocitaria observada 
en numerosas patologías nerviosas (4,7,8).  
   Del mismo modo, los astrocitos son un elemento esencial para el 
mantenimiento de la integridad de la BHE. Estas células sitúan sus procesos 
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entre las neuronas y los vasos sanguíneos, proporcionando el nexo celular entre 
ambos. Este acoplamiento neurovascular permite a los astrocitos regular el flujo 
sanguíneo en respuesta a la actividad neuronal, producir factores que modulen 
el funcionamiento endotelial durante el desarrollo y la adultez tales como           
moléculas relacionadas con la vía Indian Hedgehog (Ihh, por sus siglas en inglés), 
liberar factores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF, por sus siglas en inglés), secretar factores neuroprotectores como el 

factor de crecimiento transformante beta (TGFb, por sus siglas en inglés) y 
factores neurotróficos como el factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF, 
por sus siglas en inglés), así como liberar otro tipo de moléculas entre las cuales 
destacan el factor básico de crecimiento de fibroblastos (bFGF, por sus siglas 
en inglés) o agonistas de la vía Wingless/Integrated (Wnt), entre otros (4,6–8).  
   Por último, los macrófagos perivasculares actúan como primera línea de 
defensa inmunitaria fagocitando los residuos celulares (4,8). Por su parte, la 
microglía se relaciona con la regulación del desarrollo neuronal, con las 
respuestas inmunes innatas y adaptativas e intervienen en la cicatrización de 
heridas (4,7,8).  

 
Figura 1. Componentes de la BHE. Esta figura fue creada utilizando imágenes de 
BioRender (BioRender.com). 
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2.2. El SN Periférico 
 
   El SN Periférico (SNP) está constituido por los nervios que conectan el SNC 
con las estructuras periféricas (10,11). El SNP se puede dividir en somático, el 
cual procesa la información consciente procedente de los miembros superiores 
e inferiores, así como del tronco; y el autónomo o vegetativo, el cual se encarga 
de la regulación no consciente de órganos, vasos sanguíneos y glándulas (10,11). 
El SNP vegetativo se clasifica a su vez en SN simpático y parasimpático (10,11).  
   El SNP somático está compuesto por vías sensoriales aferentes y vías motoras 
eferentes que proyectan a los órganos efectores (10,11). Los cuerpos neuronales 
de las neuronas sensoriales se encuentran en el ganglio de la raíz dorsal, mientras 
que los nervios motores están compuestos por los axones de las neuronas 
motoras cuyos somas se localizan en el asta anterior de la médula espinal 
(10,12). Por lo tanto, cada nervio espinal está formado por la unión de dos raíces 
de la médula espinal (10). Asimismo, cada nervio raquídeo está formado por 
millones de fibras sensitivas y motoras, envueltas en una capa de tejido 
conectivo formando los fascículos nerviosos (1,12–14). A nivel estructural, en 
un nervio se diferencian las siguientes partes (Figura 2):  

• Endoneuro: se trata de una vaina de tejido conjuntivo compuesta por 
colágeno tipo III y fibroblastos que recubre a las fibras nerviosas (1,12–
14).  

• Perineuro: vaina que recubre los fascículos nerviosos. Está formada por 
fibroblastos aplanados unidos entre sí mediante uniones estrechas 
formando la barrera hematonerviosa (BHN), controlando así la difusión 
de substancias entre los fascículos de nervios periféricos (1,12–14).  

• Epineuro: vaina que rodea el nervio en su totalidad. Está constituida por 
colágeno tipo I y fibroblastos (1,12–14).  

   Del mismo modo que ocurre en el SNC, el SNP está provisto de sistemas de 
protección específicos que garantizan el correcto intercambio de substancias 
entre la sangre y los nervios periféricos (9,13,15). A esta barrera de protección, 
cuyo análogo sería la BHE en el SNC, se conoce como BHN (9,13,15). 
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Figura 2. Estructura de un nervio periférico. Esta figura fue creada utilizando imágenes 
de BioRender (BioRender.com). 
 

2.2.1. La BHN 
 
   La BHN es una interfaz dual comprendida entre los capilares endoteliales del 
endoneuro y la multicapa celular que cubre el perineuro (13,16).  
   El compartimento endoneural está rodeado de axones mielinizados y no 
mielinizados, y es especialmente importante ya que supone la interfaz entre los 
axones, la mielina, y las células de Schwann de los nervios periféricos. Las 
paredes del compartimento endoneural están formadas por células endoteliales 
altamente unidas entre sí, lo que los sitúa como el primer regulador selectivo de 
la permeabilidad de la BHN y de transporte de solutos (13,15,16). Alteraciones 
en la permeabilidad de este compartimento se han relacionado con 
enfermedades desmielinizantes, dolor neuropático, neuropatías periféricas e 
inflamación neurogénica (13,15,16).  
   En relación con el compartimento perineural, éste se extiende desde las 
paredes capilares del perineuro hasta el endoneuro. Está formado por 
fibroblastos concéntricos dispuestos en varias capas y rodeando al endoneuro. 
Histológicamente, el perineuro está compuesto fundamentalmente por 
colágeno tipo I y III, lo que le atribuye propiedades de resistencia mecánica al 
nervio (13,15,16).  
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   Se ha descrito que un daño mecánico en los nervios periféricos supone 
adaptaciones nerviosas y cambios en la permeabilidad de la BHN, 
neuroinflamación, proliferación de las células perineurales, y reclutamiento de 
mastocitos (16).  
 
3. COMPOSICIÓN DEL SN 
 
   Desde un punto de vista celular, el SN está formado por dos tipos de células: 
las neuronas y las células de la glía (17). 
 
3.1. Las neuronas 

 
   Las neuronas constituyen la unidad básica estructural y funcional del SN. 
Estas células reciben información del entorno y de otras neuronas, procesan la 
información y la envían a otras neuronas u órganos efectores (1).  
   Morfológicamente, cada neurona consta de tres partes bien diferenciadas (1):  

• Soma o cuerpo celular: se corresponde con el centro metabólico 
de la célula.  

• Dendritas: ramificaciones localizadas próximas al cuerpo celular 
que reciben señales procedentes de las neuronas a través de las 
sinapsis.  

• Axón: prolongación larga y única que parte del soma celular. 
Recibe la información procedente del soma para transmitirla a otra 
neurona u órgano efector (1).  
 

3.1.1.Tipos de neuronas 
 

   En función de las prolongaciones y la forma de su soma, las neuronas se 
clasifican en 3 grupos:  

• Neuronas multipolares: son las más abundantes representando un 
porcentaje superior al 99% de las neuronas. Morfológicamente, los 
somas pueden presentar formas variables, el árbol dendrítico es amplio 
con la proyección de un único axón (1).  
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• Neuronas pseudounipolares: presentan un soma esférico concéntrico del 
cual parte una única prolongación que recorre una distancia corta para 
luego bifurcarse en una prolongación periférica y una central (1).  

• Neuronas bipolares: células cuyo soma es circular u ovalado, con una 
prolongación en cada extremo del soma (1).  

 
3.2. Las células gliales 

 
   El otro pilar fundamental del SN son las células gliales. Estas células 
desempeñan funciones indispensables para el funcionamiento del SN, tanto en 
condiciones fisiológicas como patológicas (17). Las células de la glía están 
implicadas en funciones tales como el transporte de nutrientes, la eliminación 
de productos de desecho, el mantenimiento electroquímico del entorno, la 
migración neuronal, el crecimiento y especificación del axón, la formación y 
eliminación de sinapsis, la comunicación neuronal y plasticidad, la regulación de 
la homeostasis, la función inmunológica, etc. (1,5,9). 
 

3.2.1.Tipos de células gliales 
 

3.2.1.1. La glía del SNC 
 

• Astrocitos: son células derivadas del neuroectodermo (1,18). 
Representan el 20-40% de las células en el SNC de mamíferos (9,18). En 
general, se trata de células con amplias ramificaciones (1,17,18). Se 
distinguen dos tipos de astrocitos: los astrocitos de la substancia gris 
denominados protoplasmáticos, y los de la substancia blanca conocidos 
como astrocitos fibrosos (1,5,18). Unas estructuras astrocitarias de 
especial interés son los pies terminales, los cuales recubren la parte 
externa del encéfalo y médula espinal, así como los vasos sanguíneos del 
SNC, suponiendo la barrera entre el tejido nervioso y el exterior 
(1,5,9,17,18). Asimismo, la presencia de estas células es de vital 
importancia para el funcionamiento de las neuronas. Entre sus funciones 
destacan el soporte estructural, el mantenimiento de la homeostasis 
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cerebral, la liberación de factores de crecimiento, la secreción de 
citoquinas tales como la interleuquina 1 (IL1, por sus siglas en inglés), el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, por sus siglas en inglés) o las 
prostaglandinas, la selección de las substancias que entran y salen al SNC 
ya que forman parte de la BHE, la eliminación de substancias tóxicas, 
etc. (1,5,9,17,18).    

• Oligodendrocitos: los oligodendrocitos son células derivadas del 
neuroectodermo que están presentes en la substancia gris y blanca del 
encéfalo (1,5,17,18). Suponen aproximadamente el 25% de las células 
nerviosas (9,18). Tienen como principal función la mielinización, es 
decir, la creación de la vaina de mielina alrededor de los axones para 
incrementar la velocidad de propagación del potencial de acción a lo 
largo del mismo (1,5,17,18). Sin embargo, también llevan a cabo 
funciones relacionadas con el trofismo celular y la preservación axonal 
(5,18).   

• Microglía: son células derivadas del mesodermo, y suponen el 5-10% de 
las células del SNC (1,5,9,17,18). La microglía es considerada como los 
macrófagos residentes del SNC, desempeñando de este modo el papel 
inmunitario del SNC (1,5,17,18). Además, se ha descrito su papel en el 
refinamiento sináptico, en la producción de factores tróficos neuronales 
y en el crecimiento del axón durante el desarrollo, así como en el 
incremento de la vascularización cerebral (18).   

 

3.2.1.2. La glía del SNP 
 

• Células satélite: son las células análogas a los astrocitos en el SNP. Estas 
células se encuentran rodeando los somas de las neuronas en ganglios 
sensitivos y vegetativos (1).  

• Células de Schwann: son las células gliales más abundantes en el SNP y 
se localizan rodeando los axones de los nervios periféricos (1,5,17). 
Existen dos tipos de células de Schwann: las mielinizadas y las no 
mielinizadas (1,17). Las células de Schwann mielinizadas son las 
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equivalentes a los oligodendrocitos del SNC: se localizan rodeando los 
axones de los nervios periféricos y tienen funciones similares a los 
mismos (1,17). Por su parte, las células de Schwann no mielinizadas 
comparten semejanzas con los astrocitos en relación a sus funciones 
metabólicas y de soporte (17).  

• Glía entérica: se localiza en los ganglios del SN autónomo de la 
microbiota intestinal (17). Se trata de células que comparten con los 
astrocitos algunas semejanzas en cuanto a su estructura y química (17).  
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FISIOLOGÍA ÓSEA 

 

1. EL HUESO 
 
   El hueso es un tejido rígido y dinámico que está en constante renovación (19–
24). Representa una de las estructuras básicas del sistema músculo-esquelético 
y desempeña funciones cruciales como dar soporte al organismo, ser el punto 
de anclaje de los músculos, ofrece protección a órganos vitales como a la médula 
espinal o al cerebro, y constituye un importante reservorio de células 
hematopoyéticas y células madre mesenquimales (MSCs, por sus siglas en 
inglés), así como de iones de calcio y fosfato del organismo (19,22,23,25).  
 

2. CLASIFICACIÓN DE LOS TIPOS DE HUESO 
 
   Existen diferentes formas de clasificar los huesos dependiendo del lugar 
donde se encuentran, su forma, su consistencia o su tamaño. La forma más 
frecuente utilizada en la literatura para su clasificación es la de los huesos planos 
y huesos largos (24).  
   Se engloban en la clasificación de huesos planos aquellos que forman el 
esqueleto cráneo-facial, así como las escápulas, el esternón y las costillas. Este 
tipo de huesos están formados principalmente por hueso esponjoso, también 
conocido como hueso trabecular, rodeados de una fina capa de hueso cortical 
(24).  
   En relación a los huesos largos, se incluyen en esta clasificación los huesos de 
las extremidades, así como los metacarpos, los metatarsos y las falanges (24). La 
estructura general de este tipo de huesos incluye un canal central conocido 
como médula ósea amarilla rodeado de endostio, tejido óseo y periostio. Los 
huesos largos están formados por hueso cortical y esponjoso. La diferencia 
entre estos tipos de huesos radica en tres aspectos: su porosidad, su estructura 
tridimensional, y su actividad metabólica (24).  
   El hueso cortical representa el 80% del peso del esqueleto de un adulto. 
Presenta una porosidad menor que el hueso esponjoso (5-10%), y es el principal 
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responsable de la función mecánica y protectora del hueso (19,24). La unidad 
fundamental del hueso cortical y responsable de su resistencia a las diferentes 
fuerzas es la osteona (24,25).  
   En relación al hueso esponjoso, éste representa el 20% del peso óseo de un 
adulto y presenta una mayor porosidad (50-90%) en relación con el hueso 
cortical. El hueso esponjoso tiene una alta tasa metabólica y de remodelado 
óseo, además de una amplia vascularización. Su principal función es absorber 
las cargas administradas al hueso así como permitir su deformidad (19,24).  
   El periostio es un componente óseo importante que cubre la superficie 
externa del hueso cortical que permite el anclaje de ligamentos y aporta 
vascularización adicional al hueso (24). Por su parte, el endostio es una 
estructura membranosa que recubre el interior del hueso. Este tejido presenta 
una rica vasculatura y células osteoprogenitoras que establecen comunicaciones 
directas con el espacio medular (24).  
 

3. COMPOSICIÓN DEL HUESO 
 

   El hueso se compone de un 10% de células y un 90% de matriz mineral, de 
la cual un 60% se corresponde con matriz mineral inorgánica, y un 30% con 
matriz mineral orgánica (19,22,24,25).  
 
3.1. Células 
 

3.1.1. Osteoblastos 
 
   Los osteoblastos son las principales células involucradas en la formación del 
hueso y desempeñan un papel fundamental en la síntesis de matriz ósea y en la 
mineralización del mismo. Estas células se originan a partir de las MSCs 
mediante un proceso denominado osteoblastogénesis (21,22,24,25).  
   Las MSCs son células pluripotentes que, bajo el estímulo apropiado, son 
capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares tales como fibroblastos, 
condrocitos, tenocitos, miocitos, osteoblastos o adipocitos (26–30).  
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   Cabe destacar que los procesos de osteoblastogénesis y adipogénesis se 
encuentran en equilibrio y son antitéticos. Esta relación inversa indica que todo 
estímulo que promueve la formación ósea inhibe la adipogénica, y viceversa 
(26–30).  
 

3.1.2. Osteocitos 
 
  Son las células más abundantes del tejido óseo. Se trata de osteoblastos 
maduros que se encuentran embebidos en la matriz mineral del hueso. Estas 
células presentan numerosas proyecciones que atraviesan el hueso y establecen 
contacto directo con los osteocitos adyacentes. Entre sus funciones destacan su 
capacidad para detectar estímulos mecánicos para iniciar el remodelado óseo, el 
mantenimiento de la matriz mineral y la mediación en la homeostasis del calcio 
(19–21,24,25).  
 

3.1.3. Osteoclastos 
 
   Los osteoclastos son células multinucleadas formadas por la fusión de varios 
progenitores mononucleares de la línea monocito/macrófago en un proceso 
conocido como osteoclastogénesis. Estas células presentan un borde en cepillo 
que les permite acidificar el medio para llevar a cabo su principal función: la 
resorción ósea (21,22,24,25).  
 

3.1.4. Células de revestimiento óseo 
 
   Las células de revestimiento óseo son células residentes localizadas en la 
superficie del hueso pertenecientes a la línea osteoblástica. Estas células se 
comunican directamente con los osteocitos, formando una red extensa 
altamente sensitiva a lo largo de la matriz ósea. Gracias a estas conexiones, 
cambios en la superficie ósea tales como microfracturas, fracturas o 
traumatismos son detectados, produciéndose una respuesta adecuada por parte 
de las mismas para preservar la integridad del hueso (31).  
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3.2. Matriz ósea 
 

3.2.1. Matriz orgánica 
 
   Entre los componentes de la matriz orgánica destacan el colágeno tipo I, 
proteína más abundante suponiendo el 88% de esta matriz (19,22,24,25). 
También presentes, pero en menor medida, están otras proteínas, las cuales 
representan el 10% de la matriz orgánica, y, en menor abundancia, los lípidos y 
glicosaminoglicanos, que solo suponen entre el 1-2% de la matriz orgánica del 
hueso (19,22,24).   
 

3.2.2 Matriz inorgánica 
 
   La matriz inorgánica del hueso, también conocida como matriz mineral, está 
fundamentalmente compuesta por cristales de hidroxiapatita y calcio, así como 
por algunos iones entre los que destacan el sodio, el flúor, y el magnesio 
(19,22,25).  
   Por lo tanto, la matriz ósea está fundamentalmente formada por una 
combinación de colágeno tipo I y cristales de hidroxiapatita. Sin embargo, 
existen otras proteínas que forman parte de la matriz ósea como las proteínas 
morfogénicas óseas (BMPs, por sus siglas en inglés), los factores de crecimiento 
insulínico 1 y 2 (IGFs, por sus siglas en inglés), la sialoproteína y la osteopontina 
(SPP1, por sus siglas en inglés) (25).  
 

4. EL PROCESO DE OSIFICACIÓN 
 
   Desde un punto de vista embriológico, el proceso de osificación puede 
originarse de diferentes maneras. Por una parte, las células de la cresta neural 
procedentes de los márgenes dorsales del tubo neural migran hacia la parte 
anterior del cráneo, dando lugar a la dentina de los dientes, y a los tejidos 
conectivos, huesos y cartílago de la parte anterior del cráneo. Por su parte, de 
las células del mesodermo derivan las estructuras cartilaginosas y óseas de la 
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parte posterior del cráneo, así como el esqueleto axial y apendicular del cuerpo 
humano (24–26,32).   
   El inicio de la esqueletogénesis comienza cuando las MSCs de estas zonas 
migran hacia los lugares donde tendrá lugar la formación ósea. Ahí se 
condensan, y continúan su diferenciación por uno de los dos procesos 
formadores de hueso: la osificación intramembranosa y la endocondral (26,32).  
 
4.1. Tipos de osificación 
 

4.1.1. Osificación intramembranosa 
 
   Una vez iniciada la condensación de las MSCs, estas células pueden 
diferenciarse directamente a osteoblastos para formar el hueso. Este tipo de 
osificación se conoce como intramembranosa, y tiene lugar en la formación de 
la mayoría de los huesos planos (24–26,32,33).  
 

4.1.2. Osificación endocondral  
 
   La otra vía formadora de hueso es la osificación endocondral. En este tipo de 
osificación, el conglomerado de las MSCs pasa previamente por la formación 
de un molde cartilaginoso para crear la estructura ósea final. La osificación 
endocondral se produce mayoritariamente en la formación de huesos largos 
(24–26,32,33).  
   La osificación endocondral es indispensable para el desarrollo, crecimiento y 
reparación de huesos largos. La formación del molde cartilaginoso tiene lugar 
en los centros de osificación primarios, localizados en la diáfisis del hueso, y en 
los centros de osificación secundarios situados en las epífisis. Una vez que las 
MSCs se condensan en el lugar de formación de hueso, se produce la liberación 
de numerosos factores que median la diferenciación de las MSCs. Las células 
localizadas en el centro de la condensación de las MSCs darán lugar a los 
condrocitos, mientras que las células periféricas formarán el pericondrio. A 
continuación se produce la maduración de los condrocitos para finalmente 
culminar con la invasión de los vasos sanguíneos procedente de los tejidos 
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circundantes. En este punto, la mayoría de los condrocitos hipertróficos entran 
en apoptosis y el molde de cartílago sufre un proceso de remodelado para 
formar el hueso trabecular (26,32,34).  
   En la placa de crecimiento se diferencian las siguientes zonas:  

• Zona de reposo: los condrocitos son pequeños, uniformes y presentan 
una tasa proliferativa baja. Estas células empiezan a producir colágenos 
de tipo I, II y V, así como componentes típicos del cartílago como 
colágenos tipo II, IX y XI (24,34).  

• Zona proliferativa: es la zona subyacente a la zona de reposo. Los 
condrocitos se dividen, adquieren una forma aplanada y se posicionan 
formando columnas longitudinales. Las células empiezan a expresar 
colágeno VI, matrilina 1, así como colágenos II, IX, XI, y agrecano (34).   

• Zona perihipertrófica: se trata de una zona de transición en la cual los 
condrocitos se preparan para la fase hipertrófica. Se caracteriza por la 
expresión de Ihh (24,34).  

• Zona hipertrófica: se inicia la expresión de colágeno X y se reducen los 
niveles de producción de los colágenos II, IX y XI. Asimismo, se induce 
la expresión de la metaloproteinasa de matriz 13 (MMP13, por sus siglas 
en inglés), fosfatasa alcalina (ALP, por sus siglas en inglés), VEGF, 
SPP1, y el factor de transcripción relacionado con RUNT tipo 2 
(RUNX2, por sus siglas en inglés) (24,32,34).   

• Zona de invasión: se produce la vascularización del cartílago y la 
formación del collar óseo. Los vasos sanguíneos procedentes del tejido 
circundante invaden el centro de la zona hipertrófica y el pericondrio, 
formando el collar óseo. De este modo, se establecen los centros de 
osificación primarios, localizados en la futura diáfisis de los huesos, a 
partir de los cuales se formará el hueso trabecular (24,26,32).  

• Zona de calcificación: los condrocitos se calcifican, entran en apoptosis, 
se produce la migración de las células osteoprogenitoras y su 
diferenciación a osteoblastos para dar lugar a la formación de hueso (24).  

   El proceso de osificación endocondral está rigurosamente controlado por 
diferentes factores y hormonas entre los que destacan las BMPs, los factores de 
crecimiento de fibroblastos (FGFs, por sus siglas en inglés), las proteínas de la 
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familia Wnt, el TGFb, la hormona de crecimiento (GH, por sus siglas en inglés), 
los IGFs, y las MMPs, entre otros (26,32,34).  
 

4.1.3. Osificación en la consolidación de fracturas 
 
   Las fracturas son una de las lesiones más frecuentes que afectan al aparato 
locomotor. Una correcta consolidación de fracturas requiere de una adecuada 
alineación anatómica de las estructuras afectadas, así como de la estabilidad de 
las mismas (35). En el proceso de consolidación, ambos tipos de osificación 
coexisten (33,35). Se diferencian tres fases en el proceso de consolidación de 
fracturas: 

• Fase inflamatoria: esta etapa se inicia como respuesta al daño tisular 
generado tras la fractura. Tras una fractura se produce una ruptura de 
vasos sanguíneos, así como un daño en las células y tejidos provocando 
un proceso inflamatorio con la consecuente extravasación de 
citoquinas e infiltración leucocitaria. Durante esta fase se produce el 
hematoma, el cual se caracteriza por ser una zona de hipoxia y bajo pH. 
Este ambiente promueve de forma temporal la invasión de células 
inflamatorias, las cuales secretan citoquinas como la proteína 
quimiotáctica de monocitos 1 (MCP1 o CCL2, por sus siglas en inglés) 
o la interleuquina 6 (IL6, por sus siglas en inglés). Además, también se 
produce la secreción de otros mediadores inflamatorios tales como la 

interleuquina 1 beta (IL1b, por sus siglas en inglés), el factor de 
necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés) o las BMPs.  
Se ha descrito la necesidad de cierto grado de inflamación para una 
correcta consolidación de las fracturas. Sin embargo, una respuesta 
inflamatoria aguda exagerada, así como la presencia de una inflamación 
crónica conllevan a la ruptura del balance entre la formación y 
destrucción óseas a favor de la osteoclastogénesis, promoviendo la 
pérdida de masa ósea (35).  

• Fase de reparación: durante esta etapa, ambos tipos de osificación 
coexisten para iniciar la formación de hueso que dará lugar a la 
consolidación de la fractura (33,35). Esta fase se inicia con la formación 
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de hueso mediante un proceso de osificación intramembranosa en el 
periostio, que conlleva a la formación del callo óseo. A continuación, 
el callo óseo crece y prolifera en dirección a la zona de fractura. En el 
caso de que exista compromiso vascular ligado a hipoxia, se favorece 
la proliferación de los condrocitos mediante un proceso de osificación 
endocondral. Posteriormente, los vasos sanguíneos invaden el callo 
cartilaginoso y las células de tipo osteoclasto resorben el cartílago 
calcificado. Finalmente, las MSCs se diferencian a osteoblastos para 
rellenar la laguna generada por los osteoclastos y permitir la formación 
de hueso de novo (33,35).  

• Fase de remodelado: tras la creación de un puente óseo entre los 
fragmentos de la fractura, el diámetro del callo óseo se reduce gracias 
a la acción de los osteoclastos, los niveles de citoquinas y 
vascularización vuelven a un estado pre-fractura, y el hueso es 
remodelado (35).  
 

5. EL METABOLISMO DEL HUESO 
 
5.1. Modelado y remodelado óseos 
 
   A los procesos responsables de la regeneración ósea continua se le conocen 
como remodelado y modelado óseo. Un correcto modelado y remodelado 
óseos requiere de una regulación coordinada entre la formación y destrucción 
de hueso (19–22).  
   La diferencia entre ambos procesos radica en el momento y la localización en 
el que se llevan a cabo. En el caso del modelado óseo, éste se inicia en la etapa 
fetal y continúa hasta la maduración del esqueleto. Se trata de un proceso que 
tiene lugar simultáneamente en diferentes zonas anatómicas, y es el responsable 
del crecimiento, de la adquisición morfológica y masa ósea, así como de las 
adaptaciones mecánicas del hueso (20,21,36). Por su parte, el remodelado óseo 
persiste durante toda la adultez y se produce en zonas específicas del organismo 
para perpetuar la integridad del esqueleto y, normalmente, se encuentra 
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asociado a un proceso subyacente de mantenimiento o reparación tras un daño 
óseo (20,21,36).   
   El remodelado óseo es llevado cabo en las unidades de remodelado óseo, 
formadas principalmente por los osteoblastos, osteocitos, las células de 
revestimiento óseo y los osteoclastos (20,21). La liberación de diferentes 
hormonas y factores (Tabla 1) permiten la correcta regulación de este proceso, 
en el cual se diferencian seis fases (Figura 3):  

• Fase de activación: los osteocitos detectan la señal de inicio del 
remodelado óseo, el cual puede ser por ejemplo un estímulo mecánico o 
un daño directo sobre el hueso, lo que provoca cambios en la 
homeostasis del tejido óseo. En condiciones basales, los osteocitos 

secretan TGFb, el cual inhibe la osteoclastogénesis. Daños que 
provoquen la apoptosis de estas células suponen una reducción en los 

niveles de TGFb, promoviendo así la formación de osteoclastos (19–21).  
Otra hormona implicada en esta fase del remodelado óseo es la hormona 
paratiroidea (PTH, por sus siglas en inglés). A nivel óseo, esta hormona 
se une a sus receptores en las células osteoblásticas activando una serie 
de rutas cuyo resultado final es la secreción de moléculas que provocan 
el reclutamiento de los precursores osteoclásticos, induciendo su 
activación y diferenciación, e iniciando la resorción ósea (19–22).   

• Fase de resorción: los osteoblastos responden a las señales generadas por 
los osteocitos y reclutan a los osteoclastos, si bien estos también pueden 
ser directamente activados por los osteocitos, en el lugar en el que tendrá 
lugar el remodelado óseo. En respuesta a la liberación de la PTH, los 
osteoblastos producen CCL2, una quimiocina capaz de reclutar a los 
osteoclastos. Además, se produce un incremento en la liberación del 
ligando del factor nuclear kappa B (RANKL, por sus siglas en inglés) y 
del factor estimulante de colonias 1 (MCSF, por sus siglas en inglés), los 
cuales promueven la supervivencia y maduración de los precursores 
osteoclásticos. Al mismo tiempo, disminuyen los niveles de 
osteoprotegerina (OPG, por sus siglas en inglés), proteína con un papel 
anti-osteoclastogénico al ser capaz de secuestrar el RANKL, evitando su 
unión al receptor RANK (19–22).  
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Asimismo, los osteoblastos liberan MMPs en respuesta a estos estímulos, 
las cuales degradan el osteoide de la superficie ósea facilitando el anclaje 
del osteoclasto al mismo. Este acoplamiento se conoce como zona de 
sellado y representa el lugar dónde los osteoclastos liberan enzimas 
proteolíticas e hidrogeniones a través de su borde en cepillo, acidificando 
el medio y provocando la disolución de la matriz mineralizada formando 
las lagunas de Howship. La matriz ósea restante es degradada por enzimas 
colagenolíticas como la Catepsina K (19–22).  

• Fase de cambio: tras la resorción ósea, las lagunas de Howship 
permanecen cubiertas por partículas de colágeno desmineralizado no 
digerido. La eliminación de estos restos lo llevan a cabo células 
mononucleares de origen incierto, que además preparan la superficie para 
la nueva formación de hueso. Durante esta fase se produce la 
desaparición de la mayoría de los osteoclastos (19–21).  

• Fase de formación: en este estadio se produce el reemplazo de los 
osteoclastos por los osteoblastos. La secreción de la PTH inhibe la 
liberación de esclerostina (SOST, por sus siglas en inglés), la cual es un 
inhibidor de la vía Wnt, la principal vía involucrada en el anabolismo del 
hueso, promoviendo de este modo la formación de hueso (19–21).  
Una vez que las MSCs o precursores osteoblásticos alcanzan la laguna de 
reabsorción, éstas se diferencian y secretan moléculas para dar lugar a la 
formación ósea. Entre las moléculas secretadas destacan el colágeno tipo 
I, principal componente orgánico del hueso, proteoglicanos, proteínas 
glicosiladas como la ALP, lípidos, etc. Finalmente, se produce el 
depósito de hidroxiapatita en el nuevo osteoide (19–21).  

• Fase terminal: tras la mineralización, los osteoblastos se embeben en la 
matriz mineralizada, entran en apoptosis, y se diferencian a osteocitos 
(19,20). Los osteocitos expresan SOST, reduciendo así la actividad ósea 
remodeladora (21).  

• Fase de quiescencia: las células de revestimiento óseo se disponen en la  
superficie del hueso. Las células B presentes en la médula ósea secretan 
OPG, la cual protege el hueso y suprime la osteoclastogénesis (20,21). 
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Esta fase se mantendrá hasta que un nuevo estímulo desencadene un 
nuevo ciclo de remodelado óseo 
 

Tabla 1. Hormonas y factores reguladores del remodelado óseo. 
Fases del 
remodelado óseo 

Hormonas y factores reguladores del remodelado 
óseo 

Fase de activación  PTH, IGF-1, IL1, IL6, PGE2, Calcitriol, TNFa 

 Estrógenos, TGFb 
Fase de resorción  RANKL, MCSF, IL1b, IL1a, TNFa, ácido 

retinoico, S1P, MMPs  

 OPG, GM-CSF, estrógenos, calcitonina, IL4, IL18, 

TGFb 
Fase de cambio  TGFb, IGF-1, IGF-2, BMPs, PDGF, FGF 
Fase de formación  

 

WNTs, BMPs, IGF-1, FGF-2, FGF-18, PDGFs, 

PTH, 1,25(OH)2 Vitamina D3, RUNX2, TGFb, 
CT-1, efrina B2 

 PDGFs, glucocorticoides, leptina, pirofosfato 
Sema4D, SOST 

Fase terminal  SOST 
Fase de quiescencia  OPG 

PTH – paratohormona, IGF-1 – factor de crecimiento insulínico 1, IL1 – Interleuquina 1, 
IL6 – Interleuquina 6, PGE2 – prostraglandina E2, TNFa – factor de necrosis tumoral alfa , 
TGFb – factor de crecimiento transformante beta , RANKL – ligando del factor nuclear 
kappa beta, MCSF – factor estimulante de colonias 1, IL1b – interleuquina 1 beta , IL1a – 
interleuquina 1 alfa, TNFa – factor de necrosis tumoral alfa, S1P – esfingosina 1-fosfato, 
MMPs – metaloproteinasas, OPG – osteoprotegerina, GM-CSF – factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos, IL4 – interleuquina 4, IL18 – interleuquina 18, IGF-
2 – factor de crecimiento insulínico 2, BMPs – proteínas morfogénicas óseas, PDGF – factor 
de crecimiento derivado de plaquetas, FGF – factor de crecimiento fibroblástico, Wnts – 
moléculas de la vía Wnt, FGF-2 – factor de crecimiento fibroblástico 2, FGF-18 – factor de 
crecimiento fibroblástico 18, RUNX2 – factor de transcripción relacionado con RUNT tipo 
2, CT-1 – cardiotrofina, Sema4D – semaforina 4D, SOST – esclerostina (19,21,22).  
 
 
   Las alteraciones en el remodelado óseo, tanto al alza como a la baja, derivan 
en la aparición de patologías (19,21,22,25). Así, entre las enfermedades 
desencadenadas por una disminución de la masa ósea destacan la osteoporosis, 
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la osteopenia, el raquitismo o la fragilidad ósea (19,21,22,25). Por otro lado, 
existen alteraciones provocadas por una excesiva masa ósea, las cuales pueden 
ser debidas a un incremento del remodelado óseo, como sucede en la 
esclerostosis, a una resorción ósea reducida, como es el caso de la osteopetrosis, 
o a una alteración entre el proceso de formación y resorción óseas, como sucede 
en la enfermedad de Paget (19,22,25,36,37). Sin embargo, hay enfermedades 
como la osificación heterotópica (OH) dónde se produce un crecimiento 
anómalo del hueso, cuyo origen y mecanismo permanecen desconocidos.  
 

 
Figura 3. Fases del remodelado óseo. Esta figura fue creada utilizando imágenes de 
BioRender (BioRender.com) y SMART Servier Medical Art (smart.servier.com).  
 

5.1.1. La vía Wnt 
 
   La vía Wnt es una ruta de señalización celular que está constituida por 
diferentes proteínas celulares secretadas, cruciales para un correcto remodelado 
óseo. En concreto, esta vía actúa sobre los osteoblastos, desempeñando un 
papel importante en la formación ósea (37–39).  
   Las proteínas de la vía Wnt, al unirse con su receptor, desencadenan una serie 
de señales intracelulares que interactúan con otros factores, como las BMPs, 
promoviendo la osteoblastogénesis. Dependiendo del tipo de unión establecida 
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entre el ligando y el receptor, se pueden activar tres vías diferentes: la vía 
canónica, la del calcio, y la no canónica. La vía canónica es la más conocida y la 
que está principalmente involucrada en el proceso de formación ósea. Esta vía 
depende de la estabilidad de la beta-catenina presente en el citoplasma de los 
osteoblastos. En ausencia de ligandos de la vía Wnt, la beta-catenina es 

fosforilada principalmente por la glucógeno-sintasa-quinasa 3 beta (GSK3b, por 
sus siglas en inglés) y degradada. La unión de las proteínas Wnt a su receptor 

provoca la inhibición de GSK3b, impidiendo la degradación de la beta catenina 
y promoviendo la acumulación de la misma en el citoplasma del osteoblasto. 
Posteriormente, la beta catenina es transportada al núcleo, dónde se asocia con 
factores de transcripción para regular los genes de la vía Wnt, promoviendo la 
diferenciación de las MSCs a osteoblastos (36–39).  
   Existen ligandos competitivos capaces de inhibir la actividad de la vía Wnt. 
Entre ellos destacan SOST y la proteína Dickkopf 1 (DKK1, por sus siglas en 
inglés) (36–39).  
   Adicionalmente, se ha descrito otro papel de la vía Wnt en la promoción de 
la formación ósea a través de su capacidad para bloquear la adipogénesis. La 
activación de la vía Wnt es capaz de inhibir factores de transcripción 
adipogénica como la proteína de unión al potenciador CCAAT (CEBP, por sus 
siglas en inglés) o el receptor gamma activado por el proliferador del 
peroxisoma (PPARG, por sus siglas en inglés) (27,30,36,37). 
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PATOLOGÍA DEL HUESO Y DEL SN: LA OH 

 

1. LA OH 
 
   La OH es, por definición, la formación de hueso laminar maduro mediante 
procesos de osificación endocondral y/o intramembranosa en tejidos blandos 
extra-esqueléticos como la piel, el tejido subcutáneo, el músculo esquelético, el 
tejido fibroso, las paredes de los vasos sanguíneos y los ligamentos (40–44). 
Esta patología fue descrita por primera vez por Reindel en 1883 y, 
posteriormente, Dejerne y Ceillier reportaron su elevada incidencia en los 
soldados heridos por explosiones durante la I Guerra Mundial (40,41,44,45).  
   Entre los factores de riesgo de la OH destacan el sexo masculino (ratio 3:2), 
haber sufrido un TCE o una lesión medular, quemaduras, fracturas, cirugía de 
reemplazo articular de cadera, procesos infecciosos, la necesidad de ventilación 
mecánica y períodos de inmovilización prolongados. La prevalencia de esta 
enfermedad depende del mecanismo lesional (Tabla 2), del tiempo de 
inmovilización, del porcentaje de área afectada y del grado de espasticidad 
muscular (40,43,46).  
    
Tabla 2. Prevalencia de la OH en relación con el mecanismo lesional (40,46).  

Prevalencia de la osificación heterotópica 
Mecanismo lesional Tasa de osificación heterotópica (%) 
Quemaduras 0,2 – 4 
Fracturas 40 
Reemplazo articular de cadera 3 – 90 
TCE > 50 
Lesión medular 20 
Otras alteraciones del SNC 10 – 53 

 
   Clínicamente, los signos y síntomas clínicos de la OH se pueden presentar 
tempranamente en la tercera semana post-incidente, o de forma tardía a partir 
de las doce semanas (41,47). Actualmente, no existe un signo patognomónico 
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que permita establecer el diagnóstico temprano de esta enfermedad. Su 
diagnóstico se basa en la recopilación de hallazgos clínicos no específicos de la 
patología entre los cuales destacan el referimiento de dolor por parte del 
paciente, así como la presencia de signos como fiebre, tumefacción, eritema, 
deformidad ósea y una restricción en el rango de movimiento articular que se 
desencadena a posteriori del mecanismo lesional, acompañado de limitación 
funcional (40,41,43,47). A pesar de que cualquier estructura podría ser 
susceptible de desarrollar este tipo de masas óseas ectópicas, existen regiones 
anatómicas predisponentes, las cuales varían en función de la alteración que lo 
desencadena. Así, en aquellos pacientes que sufrieron una lesión medular o un 
TCE, el hueso ectópico aparece, por orden de prevalencia en la cadera, rodilla, 
codo y hombro. En el caso de los quemados, el codo se afecta en primera 
instancia, seguido del hombro y finalmente de la cadera. En relación con los 
reemplazos articulares, la presencia de masas óseas ectópicas se observa con 
mayor frecuencia tras una cirugía de reemplazo de cadera (40,43).  
   Entre las complicaciones asociadas a esta patología destacan la anquilosis, el 
atrapamiento nervioso y vascular, el dolor crónico intratable, las úlceras por 
presión o las complicaciones respiratorias en caso de verse afectados los 
músculos respiratorios (41,44,48). 
   Como herramienta complementaria a los síntomas y signos clínicos, los 
estudios radiológicos son imprescindibles para determinar la localización exacta 
y la extensión de la masa ósea. Este tipo de técnicas son cruciales para establecer 
un diagnóstico diferencial con otras patologías como el osteosarcoma, 
osteocondroma, calcificaciones o procesos metastásicos (40,41,47).  
   Paralelamente, los estudios serológicos y los uroanálisis pueden ayudar a 
esclarecer el diagnóstico de la OH. Así, se han descrito como marcadores útiles 
para el diagnóstico de esta enfermedad los niveles de ALP en sangre y los 
niveles de prostaglandina E2 en orina. Su uso está recomendado debido a su 
baja invasividad y coste. Sin embargo, se trata de parámetros que pueden dar 
lugar a confusión ya que la normalización de los mismos no siempre se 
corresponde con la maduración ósea. Por lo tanto, no es posible establecer un 
diagnóstico final de esta patología en base a los mismos (41,42,46–48).  
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1.1. Fisiopatología de la OH 
 
   Se ha descrito que, para la formación del hueso ectópico, es necesaria la 
presencia de tres factores: un factor desencadenante, un reservorio de células 
capaces de diferenciarse a osteoblasto y, por último, un ambiente pro-
osteoblastogénico (42).  
 

1.1.1. El factor desencadenante 
    
   Actualmente, la OH se considera una complicación derivada de una alteración 
genética o de un proceso traumático que lo desencadene (Tabla 2) (40–42,47). 
A pesar de que se desconoce el origen de la señal que promueve la migración 
de los componentes involucrados en la formación ósea hacia el lugar de 
formación del hueso ectópico, se cree que alguna proteína secretada por las 
células del lugar de lesión podría ser la responsable de este efecto (40–42).  
 

1.1.2. La existencia de precursores osteoblásticos 
 

   La formación de hueso ectópico es el resultado de un reclutamiento 
patológico de células precursoras con potencial osteoblástico. En este sentido,  
cualquier nicho de MSCs que no hayan alcanzado su destino celular desempeña 
un papel principal en el desarrollo de esta patología (40–42,47). Además, se ha 
sugerido que las células vasculares endoteliales y las células musculares satélites 
y tendinosas residentes podrían estar involucradas en el inicio de esta patología 
(40,44,47,49). Asimismo, se ha descrito la presencia de células precursoras 
osteoblásticas que también podrían contribuir en la aparición y formación de la 
OH (50,51). 
 
1.1.3. La presencia de un ambiente promotor de la osteoblastogénesis 
 
   Para que la formación de hueso tenga lugar, es fundamental la presencia de 
un ambiente local que promueva la osteoblastogénesis. Tal y como se ha 
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mencionado previamente, la inflamación desempeña un papel esencial en el 
proceso de formación ósea y consolidación de fracturas (35). En relación con 
esto, se ha descrito que los tejidos donde se desarrolla la OH presentan una 
respuesta inflamatoria más intensificada o prolongada en respuesta al daño 
tisular, lo cual podría exacerbar el proceso de osificación fisiológico (40). 
Además, se han identificado potenciales factores involucrados en esta patología, 
entre los cuales destacan las BMPs. En concreto, BMP2 y BMP4 parecen estar 
altamente relacionadas con la OH debido a sus propiedades osteoinductivas 
(40–44,47,52). Sin embargo, no se han encontrado pruebas concluyentes que 
apoyen la asociación directa entre estos factores y la formación ósea ectópica.  
   Asimismo, también se han relacionado la modulación de los receptores 
retinoicos con el desarrollo de la OH. La inhibición de estos receptores activan 
la condrogénesis y, de este modo, la formación de hueso ectópico formado a 
través del proceso de osificación endocondral (40,43,52).  
   Otra de las vías involucradas en la formación de hueso ectópico es la de la 
diana de rapamicina en células de mamífero (mTOR, por sus siglas en inglés). 
Esta vía interviene en numerosos procesos celulares, incluyendo la 
diferenciación condrogénica. Se ha descrito un aumento de mTOR en pacientes 
con OH (43,52,53). 
   Finalmente, se han relacionado los factores inducibles por la hipoxia (HIF, 
por sus siglas en inglés) con la OH. Tras un episodio traumático, se produce un 
cambio en el ambiente que promueve la formación ósea. Así, bajo situaciones 

de hipoxia generadas por el mismo mecanismo lesional, se activa HIF-1a, un 
regulador de la respuesta celular a la isquemia. La traslocación de este factor al 
núcleo debido a la baja concentración de oxígeno favorece la liberación de 
citoquinas angiogénicas necesarias para la motilidad, reclutamiento y 
proliferación de las células endoteliales. Entre estos factores destacan el VEGF, 
el bFGF, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas 

en inglés) y la angiopoyetina-2. Además, HIF-1a regula al alza la expresión del 
factor de transcripción de la región determinante del sexo Y-box-9 (SOX9, por 
sus siglas en inglés), indispensable para la osificación endocondral, así como la 
expresión de BMP2 (40,43,44,52,53).  
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   Otro de los cambios inducidos por la hipoxia asociada a un daño nervioso es 
la presencia de adipocitos pardos en la zona de la OH. Se ha descrito que estas 
células son capaces de reducir los niveles de oxígeno, así como de expresar 
factores angiogénicos que favorezcan la rápida vascularización del tejido, 
promoviendo de este modo el proceso de OH (54–56).  
 
1.2. Etapas en la formación del hueso ectópico 
 
   Atendiendo al grado de maduración del hueso, análisis histológicos y técnicas 
de imagen, se diferencian tres etapas en la formación de hueso ectópico.  
   La primera de ellas se caracteriza por la presencia de hueso inmaduro formado 
principalmente por matriz de colágeno dispuesta en función a las líneas de 
tensión y calcificaciones difusas. Este estadio no es posible visualizarlo 
mediante una radiografía convencional. Técnicas de imagen más avanzadas 
como la resonancia magnética serían necesarias para poder identificar estos 
hallazgos.  
   La segunda fase en la formación de hueso ectópico se caracteriza por una 
intensa inflamación, vascularización y calcificación. En esta etapa sería posible 
observar la osificación de las estructuras peri-articulares mediante radiografías. 
   Finalmente, la última etapa se corresponde con la maduración del hueso, 
presentando unas características histológicas y radiológicas similares al de un 
hueso normal (48,57).  

 

2. CLASIFICACIÓN DE LA OH 
 
2.1. Clasificación de la OH según la extensión y localización de la masa 
ósea 

 
   Actualmente existen diferentes escalas para clasificar la OH atendiendo a la 
extensión de la masa ósea y la localización de la misma. Entre ellas destacan la 
escala de Brooker para la cadera y la de Hastings y Graham para el codo (Tablas 
3 y 4) (40,43,47). 
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Tabla 3. Clasificación de la OH de cadera según Brooker (40,43,47).  

Clasificación de la OH de cadera 
Tipo Definición 
I Islotes de hueso dentro de tejidos blandos 
II Osificación que se proyecta desde la pelvis o el fémur proximal por 

lo menos a 1 cm de distancia entre las superficies óseas opuestas 
III Osificación que se proyecta desde la pelvis o el fémur proximal con 

menos de 1 cm de distancia entre las superficies óseas opuestas 
IV Osificación que hace un puente completo entre el fémur proximal y 

la pelvis (anquilosis ósea) 

 
Tabla 4. Clasificación de la OH de codo según Hastings y Graham (40,43).  

Clasificación de la OH de codo 
Tipo Definición 
I Evidencia radiográfica sin déficit funcional 
IIA Evidencia radiográfica con limitación en la flexo-extensión  
IIB Evidencia radiográfica con limitación en la prono-supinación 
IIIA Formación del hueso ectópico con anquilosis en la flexo-extensión 
IIIB Formación del hueso ectópico con anquilosis en la prono-supinación 
IIIC Formación del hueso ectópico con anquilosis en la flexo-extensión y 

prono-supinación 

 
2.2. Clasificación de la OH según su etiología 
 

2.2.1. OH congénita 
 
   Existen dos tipos de OH hereditaria descritos: la fibrodisplasia osificante 
progresiva (FOP) y la heteroplasia ósea progresiva (HOP) (41–44,58). Estas 
patologías raras son consideradas como las formas más graves de OH (41,42). 
En la FOP, la formación de hueso se inicia en las estructuras periarticulares, 
mientras que en la HOP comienza a nivel dérmico y del tejido subcutáneo 
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(42,43,58). Otra de las diferencias entre estas patologías radica en el tipo de 
osificación que tiene lugar para la formación del hueso. En la FOP, la 
osificación endocondral es la predominante, mientras que en la HOP es la 
intramembranosa. Además, en la FOP se distinguen malformaciones 
esqueléticas características como el acortamiento de los pulgares y dedos gordos 
de los miembros inferiores, sordera y alopecia. Otra de las características 
exclusivas de la FOP es que traumatismos y procesos quirúrgicos actúan como 
factores desencadenantes en la formación de nuevas placas óseas (41–43,47).   
 

2.2.2. OH adquirida 
 

   Se trata de la modalidad de presentación de la OH más frecuente (41,43). En 
este tipo de OH coexisten ambos procesos de osificación, la endocondral y la 
intramembranosa (44), aunque algunos estudios apuntan a un predominio de la 
osificación endocondral (44,53,57). Entre las causas que subyacen la aparición 
de este tipo de OH destacan:  

• OH adquirida de origen traumático:  
o Desencadenada tras procesos ortopédicos: la formación de 

hueso ectópico se produce tras cirugías de reemplazo articular, 
fijaciones, etc. (41,47).   

o Desencadenada tras procesos traumáticos: normalmente los 
procesos desencadenantes de la formación del hueso ectópico 
son traumatismos de alto impacto como fracturas, asociadas o 
no a quemaduras (41,47). 

• OH adquirida de origen neurogénico o neurogénica (OHN): las causas 
que conllevan al crecimiento heterotópico del hueso son lesiones 
asociadas al SN (41,42,47).  
 

2.2.2.1. La OHN 
 

   La OHN es una de las complicaciones más frecuentes resultantes de una 
lesión del SNC. Este tipo de OH se desarrolla normalmente tras un 
politraumatismo en el cual estructuras centrales y periféricas están involucradas, 
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como sucede en el caso de un TCE asociado a fracturas óseas concomitantes, 
o en una lesión medular (Tabla 2) (40,43,46,57).  
   Actualmente no se han esclarecido los factores de riesgo para desarrollar 
OHN. Algunos estudios apuntan al sexo masculino y la edad comprendida 
entre veinte y treinta años como factores predisponentes para la aparición de 
esta patología. Sin embargo, cabe destacar que estas correlaciones podrían estar 
sesgadas debido al predominio de la incidencia de los TCEs y lesionados 
medulares entre este tipo de población. Curiosamente, la prevalencia de este 
tipo de OH es mucho menor entre la población pediátrica (48,49,52,57). 
   En cuanto a su etiopatogenia, ésta permanece desconocida a día de hoy. Una 
de las plausibles hipótesis avalada por la comunidad científica se basa en un 
posible efecto aditivo de los factores humorales neuroinmunológicos, que 
alcanzan las estructuras periféricas debido a una alteración en la permeabilidad 
de la BHE producida por el TCE, y de los factores locales liberados tras el 
traumatismo (59,60). Así, un aumento en la permeabilidad de la BHE podría 
favorecer la liberación de factores osteogénicos al torrente sanguíneo y activar 
la células progenitoras periféricas (61). Esto explicaría en parte la elevada 
prevalencia de esta patología ante la coexistencia de una lesión del SNC y una 
fractura, frente a la lesión nerviosa o la fractura de forma aisladas.    
   Por una parte, algunos estudios señalan la presencia de precursores 
osteoblásticos en el torrente sanguíneo como posibles contribuyentes en el 
desarrollo de la OH. Es bien sabido que existen precursores osteoclásticos y 
osteoblásticos en la circulación sanguínea periférica, encontrándose estos 
últimos en menor medida. Además, se ha descrito la presencia de células 
circulantes en sangre procedentes de la médula ósea con capacidad 
osteoformadora (50,51,56). Interesantemente, estas células se encuentran 
aumentadas durante el pico de crecimiento y tras una fractura ósea (50,51). 
Además, se ha determinado su capacidad migratoria hacia al torrente sanguíneo 
y de extravasación al lugar de formación de la OH (53,56). 
   Por otra parte, modelos animales de lesión medular han puesto de manifiesto 
el incremento humoral de factores relacionados con el remodelado óseo e 
inflamación, así como un aumento de la actividad osteoblástica. Acorde con 
esto, estudios científicos identificaron alteraciones en el suero y líquido 
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cefalorraquídeo de pacientes que sufrieron un TCE o una lesión medular, 
susceptibles de aumentar el metabolismo óseo (48,49,61–64). Entre los factores 

hallados destacan el incremento de los niveles circulantes de TGFb, IGF-2, 
PDGF, RUNX2, IL1, IL6 o CCL2, entre otros (48,49,64,65). Además, se 
evidenció un aumento en los niveles séricos de ALP en los pacientes tras sufrir 
una lesión medular, la cual estaba más incrementada en aquellos que  
desarrollaron OH tras la lesión (48,49,62). Asimismo, se ha descrito que los 
pacientes que sufrieron un TCE asociado a una fractura de hueso largo (FHL) 
duplican la velocidad de consolidación ósea, y presentan una hipertrofia del 
callo óseo superior al 50% en comparación a una consolidación normal 
(48,60,63,65). Todos estos hallazgos apuntan a un papel importante del SNC 
sobre el metabolismo óseo, y, por ende, su posible implicación con la formación 
de hueso ectópico.  
   Paralelamente al efecto de las lesiones del SNC sobre el hueso, se ha sugerido 
un papel importante de los nervios en la formación de hueso ectópico. Sin 
embargo, la relación entre el SNP y hueso no está completamente esclarecida.  
   El hueso es una estructura altamente inervada. Estudios han evidenciado la 
intrínseca relación existente entre la función nerviosa y el crecimiento del hueso. 
En concreto, estudios realizados en modelos animales demostraron el efecto de 
los nervios periféricos sobre el hueso, observándose una pérdida de masa ósea 
tanto del hueso cortical como trabecular tras la denervación (66,67). Asimismo, 
también se determinó el efecto de la afectación nerviosa sobre la consolidación 
de fracturas, objetivándose un incremento tanto en la velocidad de 
consolidación como en la cantidad de callo óseo formado en aquellos animales 
que sufrieron la lesión en el SNP (68). 
   En este sentido, un componente crítico para el desarrollo de la OHN es la 
integridad de la BHN. Ante un traumatismo, como por ejemplo una fractura 
ósea, el nervio puede sufrir alteraciones debido a estiramientos, fuerzas de 
compresión, o lesiones que pueden alterar la permeabilidad de la BHN. Se ha 
observado que mecanismos de estiramientos nerviosos repetitivos pueden dar 
lugar a la formación de neuromas. De hecho, la OH a menudo se acompaña de 
neuromas y schwannomas (55,69). Además, la activación de las vías aferentes 
sensoriales debido a un estímulo nocivo de carácter mecánico, térmico o 
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químico favorece la apertura de esta barrera. Como respuesta a estos estímulos, 
se inicia el proceso de neuroinflamación, con la consecuente liberación de 
neurotransmisores como el glutamato, el péptido relacionado con el gen de la 
calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés), la substancia P o las catecolaminas. 
La liberación de estos neurotransmisores por las terminaciones nerviosas 
ejercen un efecto directo sobre el metabolismo óseo, aumentando su actividad 
osteoblástica y reduciendo la osteoclástica (16,48,52,54,55,57,60). 
   Más recientemente, ciertos estudios han sugerido el origen de los progenitores 
osteoblásticos a nivel del endoneuro, tras demostrar que las células de este 
compartimento son capaces de expresar factores osteogénicos, como osterix, 
en presencia de BMP2. Además, se ha observado que, tras un traumatismo del 
nervio, estas células permanecen en el endoneuro solo durante veinticuatro 
horas, período tras el cual desaparecen del nervio, son detectables en el torrente 
sanguíneo y, posteriormente, en el lugar dónde tendrá lugar la formación de 
hueso ectópico (56,70,71). Interesantemente, estas células también han sido 
localizadas en el cartílago y el tejido adiposo pardo, sugiriendo la 
multipotencialidad de las mismas (70).  
   Finalmente, en el caso de los lesionados medulares, existe una pérdida de la 
función nerviosa motora y sensitiva en los niveles subyacentes a la lesión. Sin 
embargo, a pesar de no existir comunicación entre SNP y SNC, los nervios 
distales permanecen funcionales, aunque normalmente asociados a una 
hiperactividad anómala (54), lo que podría estar relacionado con la alta 
prevalencia de la OH en este tipo de pacientes.  

 

3. ABORDAJE TERAPÉUTICO DE LA OH 
 
3.1. Profiláctico 

 

3.1.1. Antiinflamatorios no esteroideos  
 
   Se ha descrito el uso de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), como 
la indometacina, para prevenir la aparición de la OH. Estos fármacos tienen la 
capacidad de inhibir la diferenciación de los precursores osteoblásticos. Sin 
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embargo, debido al efecto represor de la osteoblastogénesis, su uso debe ser 
minuciosamente controlado puesto que podrían producir un retraso en la 
consolidación de fracturas o el fracaso en la unión de las mismas 
(40,41,43,44,46–48). 
 

3.1.2. Bifosfonatos 
    
   Los bifosfonatos inducen la apoptosis de los osteoclastos e inhiben la 
mineralización de manera indirecta. Por lo tanto, desempeñan un papel 
importante inhibiendo la resorción ósea. Sin embargo, su recomendación como 
profiláctico ante la OH resulta controvertido debido a su baja efectividad 
(40,43,44,46,48).  
 

3.1.3. Radioterapia 
 

   El uso de la radioterapia resulta efectivo para la prevención de la OH de 
cadera, reduciéndose en un 25% su aparición. Sin embargo, el empleo de rayos 
X como profiláctico no se ha estudiado adecuadamente en otras articulaciones 
(40,41,43,44,46,47). 
   Estudios han demostrado una efectividad similar en el uso de AINEs y 
radioterapia para prevenir la OH. Su elección dependerá de las circunstancias 
específicas de cada paciente. Por ejemplo, en los pacientes quemados es 
preferible el uso de AINEs debido al efecto adverso de la radioterapia en 
generar contracturas en el tejido blando (40,43,47). 
   Sin embargo, este tipo de terapia no está exenta de efectos secundarios. Entre 
ellos destacan el retraso en la cicatrización, la no unión de los fragmentos óseos, 
la hemorragia y la recidiva de las masas óseas (40,41). 
    

3.1.4. Otras terapias 
 
   Actualmente se están testando otros fármacos para prevenir la formación 
heterotópica de hueso. Entre ellos destacan los inhibidores de las BMPs, los 
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agonistas del ácido retinoico, los inhibidores de HIF-1a o la inmunoterapia 
(49,52,53,57).  
 
3.2. Tratamiento  
 

3.2.1. Fisioterapia 
 
   El tratamiento fisioterápico en pacientes con OH resulta controvertido. 
Algunos estudios contraindican la manipulación pasiva temprana de estos 
pacientes debido a la posibilidad de generar microtraumas en la ejecución de 
movimientos, o por las posturas forzadas que podrían exacerbar la aparición de 
hueso ectópico. Sin embargo, otros indican que su uso puede resultar 
beneficioso para este tipo de pacientes de forma temprana, así como una vez 
que la masa ósea ya esté establecida. En concreto, la evidencia científica avala 
el uso de técnicas pasivo-asistidas no forzadas y activas dentro del rango de 
movimiento no doloroso. A pesar de no existir un consenso, este tipo de terapia 
podría resultar ventajosa en aquellos pacientes que presenten espasticidad y que 
tengan un rango de movimiento limitado que afecte a la realización de tareas de 
la vida diaria (40,41,43,44,48,72–75).   
 

3.2.2. Fármacos 
 

   A pesar de los fármacos disponibles para el manejo profiláctico de la OH, 
actualmente no existe ningún consenso acerca de qué tratamientos podrían 
resultar efectivos para tratar esta enfermedad cuando la masa ósea ectópica ya 
está instaurada (40,41).  
   Se ha postulado el uso de bifosfonatos en el momento en el que se detecta un 
incremento de la ALP sérica o de la presencia de la masa ósea mediante una 
técnica de imagen (41). Sin embargo, no se ha demostrado la efectividad de este 
fármaco para el tratamiento de la OH.  
   En la actualidad, se están testando fármacos agonistas del receptor del ácido 
retinoico en pacientes con FOP. En concreto, el uso de estos medicamentos en 
modelos animales de FOP han demostrado su eficacia como tratamiento ante 
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la formación de hueso ectópico (40,44,76). No obstante, se han descrito efectos 
adversos de toxicidad a nivel musculoesquelético tras el tratamiento crónico 
con este tipo de fármacos y su eficacia en humanos todavía no está esclarecida 
(40,44,76,77).  
 

3.2.3. Resección quirúrgica de las masas óseas heterotópicas 
 

   La exéresis de las masas óseas ectópicas se lleva a cabo en pacientes con 
alteraciones importantes derivadas de las mismas. El principal objetivo es 
restaurar el rango de movimiento articular y reducir las complicaciones 
asociadas. El tiempo transcurrido para proceder con la resección de las masas 
óseas tras su detección es importante y depende del tamaño y de la etiología de 
la OH (Tabla 5). Sin embargo, la eliminación de las placas óseas heterotópicas 
no está exenta de complicaciones, entre las cuales destaca la recidiva por ser una 
de las más frecuentes (40,43,47,74). Así, la tasa de recidiva objetivable mediante 
técnicas de imagen entre los lesionados medulares es del 82-100%, siendo 
clínicamente significantes el 17-58% (59).  
 
Tabla 5. Momento óptimo de resección de masas óseas ectópicas en función de su 
etiología y tiempo transcurrido tras el incidente (40,47).  

Resección de masas óseas ectópicas 
Mecanismo lesional Tiempo transcurrido (meses) 
Traumatismo 6-9 
Lesión medular 12 
TCE 18 
Cirugía de reemplazo articular Lo antes posible 

 

   En base a lo anteriormente descrito, las estrategias terapéuticas actuales se 
centran en el abordaje profiláctico de la OH, y las herramientas para abordar la 
patología una vez que está instaurada son limitadas. Además, algunas de ellas 
son costosas, altamente invasivas, no aptas para todo el tipo de población como 
la pediátrica y no están exentas de efectos adversos y recidivas. Por lo tanto, es 
necesario investigar nuevas terapias que actúen como dianas terapéuticas ante 
la formación ectópica de hueso.
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 ANTECEDENTES E HIPÓTESIS 

 
   1. Se ha propuesto que los factores humorales responsables del crecimiento 
óseo anómalo en la OHN tienen su origen en el tejido cerebral y nervioso 
lesionado. De hecho, se ha determinado que el líquido cefalorraquídeo de los 
pacientes con TCE presenta propiedades osteoinductoras (48,49,61–65). 
Asimismo, se ha demostrado que la integridad nerviosa es fundamental para el 
mantenimiento de la masa ósea y que, una afectación de la misma se relaciona 
con un incremento del anabolismo óseo cuando está asociado a una fractura 
(66–68). Acorde con esto, nos planteamos la idea de que los astrocitos y nervios 
podrían liberar al medio factores osteoinductores similares a los que se podrían 
encontrar en el suero de los pacientes con riesgo de padecer OHN, los cuales 
favorecerían la formación de hueso ectópico en estos pacientes.  
 
   2. Durante los últimos años se han acumulado evidencias que sostienen la 
capacidad osteoinductiva del suero de pacientes que sufren OHN (40–
43,46,47,57). Además, se ha descrito que, para que se produzca la formación de 
hueso ectópico en los pacientes que padecen OHN, debe existir un ambiente 
local y/o sistémico que favorezca la osteogénesis (40–44,47,49,52,53). A 
consecuencia de esto, nos planteamos la hipótesis de que en el suero de estos 
pacientes existen factores, hasta ahora no descritos, responsables de las 
propiedades osteoinductoras del mismo y que podrían desempeñar un papel 
clave en la formación ósea ectópica. En este sentido, la determinación del 
proteoma sérico de los pacientes con riesgo de desarrollar esta patología nos 
permitirá caracterizar el potencial ambiente favorecedor de la 
osteoblastogénesis.  
 
   3. Siendo conscientes del problema que supone tener un repertorio 
farmacológico reducido para el tratamiento de la OHN, nos planteamos la 
hipótesis de que fármacos utilizados en la práctica clínica con un perfil “osteo-
inhibidor” podrían bloquear los procesos osteoformadores presentes en los 
pacientes con riesgo de padecer OHN. 
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OBJETIVOS 

 
   1. Establecer un modelo de OHN in vitro válido que permita el estudio de la 
patología. Este objetivo se asocia con la hipótesis 1.  
 
   2. Determinar la capacidad de los astrocitos de liberar factores 
osteoinductores in vitro y caracterizar mediante proteómica los factores 
secretados. Este objetivo está relacionado con la hipótesis 1. 
 
   3. Determinar la capacidad de los nervios y células nerviosas de liberar 
factores promotores del anabolismo óseo in vitro y caracterizar mediante 
proteómica los factores liberados por los mismos. Este objetivo se asocia con 
la hipótesis 1.  
 
   4. Determinar el potencial osteoinductivo del suero de pacientes potenciales 
de padecer OHN e identificar y/o aislar los principales factores humorales 
presentes en el suero de estos pacientes mediante proteómica. Este objetivo se 
relaciona con la hipótesis 2.  
 
5. Estudiar el bloqueo farmacológico de los posibles efectos osteoinductivos de 
los factores humorales identificados. Este objetivo se relaciona con la hipótesis 
3.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. MUESTRAS SANGUÍNEAS 
 
1.1. Obtención de suero y plasma de pacientes  
 

1.1.1. Selección muestral 
 

   Siguiendo los criterios de inclusión plasmados en la Tabla 6, se tomaron 
muestras de sangre de 38 pacientes y fueron clasificados en 4 grupos en función 
del riesgo de padecer OHN: grupo I (G1), pacientes con TCE y FHL con alto 
riesgo de sufrir OH; grupo II (G2), pacientes con TCE con menor riesgo de 
padecer la enfermedad; grupo III (G3), pacientes con FHL con bajo riesgo de 
padecer OH y grupo IV (G4), pacientes controles sin riesgo de padecer OH. 
   Todas las muestras sanguíneas fueron extraídas tras la aprobación del 
proyecto por parte del Comité Ético de Investigación del Área de Santiago y 
Lugo (código de referencia 2017/262). Asimismo, la recolección de las muestras 
se realizó tras la posterior firma por parte de los pacientes o familiares del 
consentimiento informado acerca del tratamiento de las muestras y del fin de la 
investigación, de acuerdo con la declaración de Helsinki. Con el fin de obtener 
información acerca de las comorbilidades, tratamientos u otras patologías que 
pudiesen alterar la validez de las muestras y descartar posibles sesgos en los 
resultados obtenidos, se accedió a la historia clínica de los pacientes. Esta 
información fue correctamente anonimizada y tratada bajo la regulación 
vigente.  
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Tabla 6. Criterios de inclusión y selección muestral.  
Grupos/Características   G1 G2 G3 G4 
 TCE NISS >16 >16 - - 
Politraumatizado  Glasgow <13 <13 - - 
 FHL  Si - Si - 
Edad   18-65 18-65 18-65 18-65 

NISS – Nueva escala de valoración de la gravedad de las lesiones (New Injury Severity Score, 
por sus siglas en inglés). 
 

   A todos estos pacientes se les extrajo sangre en el momento del ingreso 
hospitalario (D0), transcurridas las 24h (D1), 72h (D3) y 168h post-trauma 
(D7), a excepción del G4 al que solo se le efectuó una extracción sanguínea. De 
estas muestras se obtuvo el suero y el plasma para realizar los análisis 
proteómicos y estudiar su potencial osteoinductivo en células SaOS2. Las 
características demográficas y clínicas de cada grupo aparecen recogidas en la 
tabla 7. 
 
Tabla 7. Aspectos demográficos y clínicos de los pacientes incluidos en cada grupo 
muestral. 
 G1 G2 G3 G4 
Tamaño muestral 6 5 9 18 
Género (M/F) 5/1 4/1 6/3 9/9 
Edad (años/media) 21-77/39,5  34-72/51,4 19-83/50,9 23-83/39,6 
Fractura  MMSS 

MMII 
Ambos 

1 
4 
1 

- 
- 
- 

- 
8 
1 

- 
- 
- 

MMSS – Miembros Superiores (fractura de húmero y radio), MMII – Miembros Inferiores 
(fractura de fémur, tibia y peroné). 
  

1.1.2. Obtención del suero y plasma de las muestras sanguíneas 
 
   Para la obtención del suero, la sangre fue recogida en tubos de plástico 
Vacutainer™ Advance (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA), los 
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cuales presentan un gel separador que permite aislar el suero del resto de los 
componentes sanguíneos. Tras la extracción de la muestra, se realizaron entre 
cinco y seis inversiones suaves de los tubos. A continuación se dejaron reposar 
en posición vertical durante media hora, periodo tras el cual las muestras fueron 
centrifugadas a 2000g durante 10 minutos. Una vez finalizada la centrifugación, 
se recogió el suero localizado en la parte superior del gel en una campana de 
seguridad biológica de tipo II, y se procedió con su congelación a -80ºC.  
   De forma similar se realizó la extracción del plasma. La única diferencia radicó 
en el tubo en el que fueron recolectadas las muestras. En este caso, la muestra 
fue recogida en tubos de plástico con K2-EDTA Vacutainer™ con tapón 
Hemogard (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA), el cual permite la 
obtención del plasma a partir de sangre completa. Siguiendo el protocolo 
anteriormente descrito para el suero, las muestras fueron centrifugadas y el 
plasma se almacenó a -80ºC.  
    

2. CULTIVOS CELULARES 
 
2.1. Línea celular CCF-STTG1 
 
   La línea celular CCF-STTG1 es una línea de astrocitos humanos obtenida a 
partir de una donante de 68 años que padecía un astrocitoma en grado IV (78). 
El medio de cultivo de esta línea celular consiste en Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM, por sus siglas en inglés):Hams F12 suplementado con un 10% 
de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), y un 2% de antibiótico 
(penicilina/estreptomicina). Para el mantenimiento de estas células adherentes 
en cultivo se realizaron pases celulares cuando las células alcanzaron el 80% de 
confluencia. Tras realizar un lavado con 1,5mL de tripsina/0,5% EDTA, se 
añadieron otros 2mL de la misma a la placa de cultivo en la que se cultivaron 
las células, y se incubaron durante 5 minutos a 37ºC. Transcurrido este tiempo, 
se inactivó la tripsina con 6mL de medio y las células fueron despegadas y 
centrifugadas a 300g durante 6 minutos. Una vez finalizada la centrifugación, se 
decantó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 6mL de medio. Finalmente 
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se sembraron las células en una nueva placa de 100mm (Thermo Fisher 
Scientific, Wlatham, MA, USA) realizando un pase 1:2.  
 
2.2. Línea celular SaOS2 
 
   La línea celular SaOS2 se trata de una línea osteoblástica humana procedente 
de un osteosarcoma de un donante de 11 años (79). El medio de cultivo 
empleado en estas células consiste en DMEM:Hams F12 suplementado con un 
10% de FBS, un 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina), y glutamina 
2mM. Para su mantenimiento en cultivo, se realizaron pases celulares cuando 
las células alcanzaron el 80% de confluencia. Para ello se realizó un lavado con 
2mL de tripsina/0,5% EDTA, y posteriormente se añadieron 4mL de la misma 
y se dejaron incubar durante 5 minutos a 37ºC. Pasado el tiempo de incubación, 
se procedió con la inactivación de la tripsina añadiendo 9mL de medio. A 
continuación se centrifugaron las células a 300g, durante 5 minutos. Una vez 
finalizada la centrifugación, se decantó el sobrenadante, se resuspendió el pellet 
en 9mL de medio y se sembraron en el matraz de cultivo de 75cm2 (Thermo 
Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA) realizando un pase 1:3. 
 
2.3. Línea celular C3H10T1/2 
 
   La línea celular C3H10T1/2 es una línea mesenquimal de ratón obtenida a 
partir del clon 8 de células embrionarias de ratón C3H (80,81). Estas células, 
por ser MSCs, conservan la capacidad de diferenciarse a diferentes estirpes 
celulares bajo el estímulo adecuado. Si bien es cierto que el modelo celular ideal 
sería aquel en el que las MSCs fuesen humanas, las C3H10T1/2 han demostrado 
poseer unas características muy similares a las de las MSCs primarias humanas, 
en relación a su capacidad de diferenciación a osteoblastos, adipocitos y 
condrocitos (82).  
   El medio de cultivo celular de esta línea se basa en DMEM con alta 
concentración de glucosa (4,5mg/mL) suplementado con un 10% de FBS, un 
1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina) y glutamina 4mM. Para el 
mantenimiento de estas células en cultivo, se realizaron pases rutinarios cuando 



Material y métodos 

  

55 

las células alcanzaron el 80% de la confluencia. Para ello se retiró el medio de 
cultivo y se realizó un lavado con 1,5mL de tripsina/0,5% EDTA. 
Posteriormente se retiró la tripsina y se añadieron 2mL de la misma para incubar 
las células durante 6 minutos a 37ºC. Transcurrido el tiempo de incubación, se 
añadieron 6mL de medio de cultivo y las células fueron centrifugadas a 300g 
durante 6 minutos. Posteriormente se decantó el sobrenadante, se resuspendió 
el pellet en 6mL de medio de cultivo y se sembraron en la placa de 100mm con 
un pase 1:8.  
 
2.4. Línea celular ATDC5 
 
   La línea celular ATDC5 es una línea de condrocitos de ratón generada a partir 
de un teratocarcinoma (83). Se trata de una línea que, debido a sus 
características, permite el estudio de los procesos fisiológicos del cartílago y la 
placa de crecimiento, y está considerada como una de las líneas celulares 
óptimas para mimetizar el proceso de osificación endocondral (84).  
   El mantenimiento de estas células requiere de medio de cultivo DMEM:Hams 
F12 suplementado con un 5% de FBS, un 2% de antibiótico 
(penicilina/estreptomicina), glutamina 4mM, 5µg/mL de apo-transferrina y 
selenito sódico 30nM. Los pases celulares de estas células se realizaron tras 
alcanzar el 80% de confluencia. Para ello, se retiró el medio de cultivo y se 
efectuó un lavado con 1,5mL de tripsina/0,5% EDTA. Posteriormente, se 
retiró la misma y se añadieron 2mL de tripsina y se dejaron incubar las células 
durante 3-4 minutos. Transcurrido este tiempo, se bloqueó el efecto de la 
tripsina con 6mL de medio, las células se centrifugaron a 300g durante 6 
minutos, se decantó el sobrenadante, se añadieron 6mL de medio de cultivo y 
se realizó la siembra de las células en placas de 100mm realizando un pase 1:8.  
 
2.5. Aislamiento y cultivo primario de células procedentes de nervio 
periférico 
 
   Los nervios periféricos ciático, tibial posterior y safeno se obtuvieron de 
donantes humanos. El Comité Ético de Investigación del Área de Santiago y 
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Lugo aprobó este procedimiento (código de registro: 2017/262). Asimismo, las 
muestras fueron extraídas tras la pertinente firma por parte de los familiares de 
los donantes del consentimiento informado acerca del tratamiento de las 
muestras y del fin de la investigación, de acuerdo con la declaración de Helsinki. 
Con la finalidad de obtener información acerca de las comorbilidades, 
tratamientos u otras situaciones patológicas que pudiesen alterar la validez de la 
muestra obtenida y, por lo tanto, los resultados del presente estudio, se accedió 
al historial clínico de los donantes. Toda la información procedente de los 
mismos fue correctamente anonimizada y tratada bajo la regulación vigente.  
   Para la extracción de células nerviosas periféricas se siguió el protocolo 
descrito por Morrissey et al. (85). Brevemente, una vez realizada la extracción 
del nervio, se procedió con la minuciosa limpieza del mismo, eliminando el 
epineuro, el tejido conectivo y los restos de vasos sanguíneos. A continuación, 
se cortaron los nervios en pequeños explantes nerviosos (EN) y se dispusieron 
en una placa de cultivo de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 
USA), con una densidad de 3-4 EN por pocillo. Seguidamente se añadió el 
medio de nervio (MN) de tal modo que cubriese los EN, pero sin permitir la 
flotación de los mismos. Este medio se compone de DMEM con alta 
concentración de glucosa suplementado con un 10% de FBS y un 1% de 
antibiótico (penicilina y estreptomicina). Para el mantenimiento de este tipo de 
cultivos, el medio se cambió con una frecuencia de dos veces por semana. 
Trascurridos 7-10 días, se pudieron visualizar las células primarias procedentes 
de los EN. Una vez alcanzada la confluencia de las mismas, se trasladaron los 
EN a una nueva placa de cultivo y se reprodujo todo el proceso para obtener 
un mayor número de células. Con la finalidad de garantizar las propiedades 
celulares, este procedimiento no se repitió más de 4 ciclos. Asimismo, parte de 
estos EN fueron utilizados en los experimentos de cocultivo de nervio y SaOS2. 
Por su parte, las células nerviosas primarias obtenidas de los EN fueron 
utilizadas para los experimentos de cocultivo celular de células nerviosas 
procedentes de los EN (CEN) y SaOS2.  
   En relación con las células obtenidas de este cultivo, se pueden diferenciar 
dos tipos: las células de Schwann y los fibroblastos. Estas células son fácilmente 
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distinguibles en su visualización al microscopio, y su caracterización se basa en 
la morfología del soma y núcleo (Tabla 8) (85). 
 
Tabla 8. Caracterización morfológica al microscopio de las células de Schwann y 
fibroblastos procedentes de un nervio periférico (85).  

Tipo de célula Soma Núcleo Aspecto al 
microscopio 

 
 
 

Células de 
Schwann 

 
 
 

Bipolar/tripolar 
con procesos 

largos 

 
 
 

Oval 

 

 
 

 
 
 
 

Fibroblastos 

 
 
 
 

Células planas y 
polimórficas 

 
 
 
 

Redondo, 
ancho 

 

 
 

 

3. DIFERENCIACIÓN CELULAR 
 
   Se conoce como diferenciación celular al proceso por el cual las MSCs 
alcanzan su destino celular a osteoblasto, adipocito, condrocito, etc. En la 
presente tesis doctoral se han realizado diferenciaciones celulares de las células 
SaOS2 a osteoblasto, de las células C3H10T1/2 a adipocito y de las células 
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ATDC5 a condrocito. Un ciclo completo de diferenciación requiere de 21 días. 
Sin embargo, en los primeros días de diferenciación se pueden detectar cambios 
tempranos importantes que podrían repercutir en dicho proceso. Por ello, y 
basándonos en la experiencia previa del grupo, las SaOS2 fueron diferenciadas 
durante 3 días, las C3H10T1/2 durante 7 días y las ATDC5 durante 14 días. 
Con el fin de inducir la diferenciación celular, los medios fueron cambiados tres 
veces a la semana en el caso de las SaOS2 y las ATDC5, iniciando el proceso 
transcurridas las 24h post-siembra. En estas células se utilizó el mismo medio 
en todos los cambios realizados. Por su parte, en las C3H10T1/2, se emplearon 
dos medios para poder diferenciarlas a adipocitos: el medio de inducción el cual 
se cambió transcurridas las 6h post-siembra, y el medio de mantenimiento el 
cual reemplazó al de inducción transcurridos los 4 días tras la siembra. Todas 
las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos (Thermo Fisher Scientific, 
Wlatham, MA, USA). Sin embargo, existen diferencias entre el número de 
células sembradas, así como en la composición del medio utilizado para 
diferenciarlas, aspectos que aparecen recogidos en la Tabla 9.  
   Por otra parte, las células SaOS2 fueron diferenciadas durante 0, 3, 7, 14 y 21 
días en presencia de un 10% de FBS o de un 10% de suero procedente de los 
pacientes de los cuatro grupos (G1, G2, G3 y G4). Para ello, se sembraron 
58000 células/pocillo en una placa de 24 pocillos. Al día siguiente se retiró el 
medio de siembra y se añadió el medio de diferenciación de SaOS2 (MD) 
desprovisto de FBS. A continuación se añadió un 10% de FBS o un 10% del 
suero de los pacientes y se realizó la diferenciación de las células según lo 
previamente descrito. 
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Tabla 9. Composición de los medios de diferenciación de las líneas celulares SaOS2, 
C3H10T1/2 y ATDC5.  
Tipo celular Células/pocillo Composición del medio 
 
 
SaOS2 

 
 

58000 

DMEM:Hams F12 
FBS 10% 
Antibiótico 1% 
Glutamina 2mM 
Ácido ascórbico-2-fosfato 50µg/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
C3H10T1/2 

 
 
 
 
 
 
 
 

10000 

Medio de inducción 
DMEM con alta concentración de glucosa 
FBS 10% 
Antibiótico 1% 
Glutamina 4mM 
Rosiglitazona 2µM 
IGF-1 20nM 
Dexametasona 1µM 
Indometacina 60µM 
Isobutilmetilxantina 0,5mM 
Insulina10µg/mL 
 
Medio de mantenimiento 
DMEM con alta concentración de glucosa 
FBS 10% 
Antibiótico 1% 
Glutamina 4mM 
Insulina 10µg/mL 

 
 
 
ATDC5 

 
 

40000 para D0 
1000 para el 
resto de días 

DMEM:Hams F12 
FBS 5% 
Antibiótico 2% 
Glutamina 4mM 
Apo-transferrina 5µg/mL 
Selenito sódico 30nM 
Insulina 10µg/mL 
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4. COCULTIVOS CELULARES 
 
4.1. Cocultivos celulares de CCF-STTG1 y SaOS2 

 
   Para los cocultivos celulares se utilizaron insertos colgantes de cultivo celular 
Millicell® (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA) con un tamaño de 
poro de 0,4µm y placas de 24 pocillos. En el inserto se cultivaron las CCF-
STTG1, a una densidad de 10500 células/inserto. Al día siguiente, se realizó el 
cambio de medio de los astrocitos por el MD y se mantuvieron en cultivo 
durante 72h.  
   Transcurridas las 48h de la siembra de los astrocitos, se sembraron las SaOS2 
en las placas de 24 pocillos a una densidad de 58000 células/pocillo. Pasadas las 
24h de la siembra de las SaOS2, se unificaron ambos cultivos para formar un 
cocultivo de CCF-STTG1 y SaOS2. En este instante, se les cambió a ambas 
células el medio por un nuevo MD y se mantuvieron en cocultivo durante 3, 7, 
14 y 21 días. 

 
Figura 4. Esquema de desarrollo del modelo de cocultivo celular de astrocitos y 
osteoblastos. 
 
4.2. Cocultivos celulares de explantes nerviosos y SaOS2 
 
   En relación a los cocultivos de EN y SaOS2, se utilizó el mismo 
procedimiento descrito anteriormente para los astrocitos. La única diferencia 
radica en que en lugar de los astrocitos, se colocó un EN en el inserto. Cabe 
destacar que todos los EN presentaron dimensiones similares en todos los 
experimentos. Trascurridas las 24h horas post-siembra de los EN, se retiró el 
MN, se intercambió por el MD, y se mantuvieron en cultivo durante 72h. Por 
su parte, las células SaOS2 fueron sembradas 48h después de la siembra de los 
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EN. Al día siguiente de la siembra de las SaOS2 se unificaron ambos cultivos 
celulares obteniendo un cocultivo formado por un EN en la parte superior y 
células SaOS2 en la parte inferior. En este momento, se procedió con el cambio 
de medio y se añadió el MD. Finalmente se mantuvo el cocultivo durante 3 días.  
 
4.3. Cocultivos celulares de células procedentes de los explantes 
nerviosos y SaOS2 
 
   En el caso de los cocultivos realizados con las CEN, el protocolo seguido fue 
exactamente igual al descrito con anterioridad para los EN. Sin embargo, difiere 
de este en que las células se sembraron una vez alcanzada la confluencia en el 
pocillo con los EN. Para ello, se sembraron las CEN en los insertos con una 
densidad de 21000 células/inserto. Posteriormente se sembraron las SaOS2 
para constituir el cocultivo de CEN y SaOS2, y se mantuvo el mismo durante 3 
días.  
 

5. CULTIVOS CELULARES CON MEDIOS CONDICIONADOS 
 
5.1. Obtención de los medios condicionados  
 

5.1.1. Medios condicionados por los astrocitos 
 
   Los astrocitos fueron sembrados en placas de 6 pocillos con una densidad de 
332500 células/pocillo. Trascurridas las 24h post-siembra, se realizó un cambio 
de medio y se añadieron 2mL de MD. En estas condiciones se dejó que los 
astrocitos condicionaran el medio durante 72h obteniéndose el medio 
condicionado por los astrocitos (MCA), el cual fue recogido bajo condiciones 
de esterilidad para estimular a las SaOS2 y a las C3H10T1/2.  
 

5.1.2. Medios condicionados por los explantes nerviosos 
 
   Tras el procesado de la muestra primaria nerviosa, los EN fueron colocados 
en una placa de 6 pocillos con una densidad de 3-4 EN/pocillo. Pasado el mes 
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y medio de la siembra de los EN, y transcurridas 72h tras el condicionamiento 
del medio (previo al cambio del mismo), se recogieron los medios 
condicionados por los explantes nerviosos (MCEN) en condiciones de 
esterilidad para estimular a las SaOS2 y a las C3H10T1/2.  
 
5.2. Cultivos celulares con los medios condicionados  
 

5.2.1. Cultivos celulares con los medios condicionados por los astrocitos 

 

5.2.1.1. Cultivos celulares de SaOS2 y C3H10T1/2 con el medio condicionado por los 
astrocitos 
 
   Una vez obtenido el MCA, éste fue utilizado para estimular las 
diferenciaciones de SaOS2 y de las C3H10T1/T2, tal y como se describió 
previamente.  
   En el caso de las SaOS2, trascurridas las 24h post-siembra se efectuó el 
cambio del medio de las mismas por el MCA, y se dejaron diferenciar durante 
3 días (Figura 5).  

 
Figura 5. Esquema de desarrollo del modelo de cultivo celular con el MCA y 
osteoblastos. 
 
   Por su parte, en las C3H10T1/2, debido a la diferencia en la composición de 
sus medios de diferenciación y el de las SaOS2, se procedió con la 
concentración y purificación de las proteínas de 2mL de MD y MCA, utilizando 
las unidades de filtrado centrífugo de 3kDa Amicon® Ultra – 0.5mL Centrifugal 
Filters Ultracel 3K (Millipore, Burlington, Massachusetts, EEUU) atendiendo a 
las instrucciones del proveedor. Una vez finalizado el proceso se 
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resuspendieron los pellets en el medio de diferenciación correspondiente a la 
línea celular, se filtraron con un filtro de 0,2µm (Thermo Fisher Scientific, 
Wlatham, MA, USA) y se dejaron diferenciar durante 7 días tal y como se 
describió con anterioridad.  
 

5.2.1.2. Cocultivos celulares de explantes nerviosos, células procedentes de los explantes 
nerviosos y SaOS2 estimulados con el medio condicionado por los astrocitos 
 
   En este modelo experimental confluyen los experimentos de cocultivo de EN 
y CEN con las SaOS2, junto con los cultivos de estas células realizados en 
presencia del MCA. Para ello, se llevaron a cabo experimentos paralelos de 
condicionamiento de medio por parte de los astrocitos y del cocultivo de EN y 
CEN. La diferencia de este modelo en relación al cocultivo previamente 
descrito radica en el momento de la unificación del mismo. En este caso, el 
cambio de medio no se realizó por el MD, sino por el MCA (Figura 6). 

 
Figura 6. Esquema de desarrollo del modelo de cocultivo celular de EN y 
osteoblastos en presencia del MCA. 
 

5.2.2. Cultivos celulares con los medios condicionados por los explantes 
nerviosos 
 
   Los MCEN fueron concentrados utilizando las unidades de filtrado 
centrífugo de 3kDa Amicon® Ultra – 0.5mL Centrifugal Filters Ultracel 3K, según 
las especificaciones del proveedor. A continuación se resuspendieron con el 
medio de diferenciación de C3H10T1/2, se filtraron con un filtro de 0,2µm y 
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se realizó la diferenciación a adipocito de estas células en presencia y ausencia 
del MCEN durante 7 días, tal y como se ha detallado previamente.  
 

6. TRATAMIENTOS 
 
6.1. Tratamientos con estímulos inflamatorios 
 
   Para determinar el efecto de un factor inflamatorio externo al proceso de 
diferenciación de las SaOS2 estimuladas con el MCA, las células SaOS2 fueron 
sembradas y estimuladas con el medio condicionado en presencia y ausencia de 

0,1 ng/mL de IL1b y 100 ng/mL de lipopolisacárido (LPS). Para ello, una vez 
que las SaOS2 completaron el ciclo de diferenciación de 3 días con el MCA, 
estas células fueron tratadas con los estímulos inflamatorios y se dejaron 
diferenciar durante 48h más (Figura 7).  

 
Figura 7. Esquema de desarrollo del modelo de cultivo celular con el MCA y 
osteoblastos en presencia de estímulos inflamatorios.  
 
6.2. Apartado afectado por la protección de derechos 
 
6.3. Triterapia 
 
   El concepto triterapia (TT) hace referencia a un tratamiento patentado por 
nuestro grupo (número de patente: EP19382094) formado por la combinación 
de tres fármacos: un antidiabético oral, la pioglitazona (10nM); un AINE, la 

indometacina (60µM); y un corticoide, la dexametasona (1µM). Las células 
SaOS2 estimuladas con el MCA fueron tratadas con la TT en el momento en 
que se añadió el medio condicionado. A continuación, se dejaron diferenciar las 
células bajo estas condiciones durante 3 días.  
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   Por otra parte, el MCEN fue recogido y usado para estimular las SaOS2. En 
el momento de reemplazo de los medios por el MCEN, las SaOS2 fueron 
tratadas con la TT y se dejaron diferenciar durante 3 días.  
 

7. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR 
 
7.1. Estudio de la viabilidad celular mediante la cuantificación del ácido 
ribonucleico y contaje celular 

 
   Para el estudio de la viabilidad celular se partió de la base de que la cantidad 
de ácido ribonucleico (ARN) y número de células vivas deben ser directamente 
proporcionales y, por lo tanto, criterios representativos de este índice. Partiendo 
de esta premisa, se cuantificó el ARN de las C3H10T1/2 diferenciadas 
utilizando un espectofotómetro NanoDrop One® (Thermo Fisher Scientific, 
Wlatham, MA, USA), y se compararon las diferentes medidas obtenidas entre 
las muestras. Paralelamente a este método, se realizaron fotos al microscopio 
de las diferentes condiciones. Posteriormente, se dividió la fotografía en 3 
rectángulos de igual tamaño y se posicionaron en el mismo lugar de las 
imágenes. A continuación se procedió con el contaje de las células vivas y se 
comparó el número obtenido en relación con el resto de muestras.  
 
7.2. Estudio de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT 

 
   Por otra parte, la viabilidad celular se estudió mediante el ensayo MTT, el cual 
permite estudiar la actividad metabólica de las células en cultivo, la proliferación 
celular y la citotoxicidad. Para la realización de esta técnica se emplea el 
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenilte-trazol (MTT), el cual es 
metabolizado por enzimas deshidrogenasas mitocondriales para dar lugar a la 
formación de sal de formazán, cuya absorbancia es medible a una longitud de 
onda de entre 540-570nm con un espectofotómetro. La cantidad de células 
vivas es proporcional a la cantidad de sal de formazán producida (86,87).  
   Para realizar estos estudios, las células C3H10T1/2 fueron sembradas en 
placas de 96 pocillos a una densidad de 6000 células/pocillo. Transcurridas las 
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6h post-siembra, se les cambió el medio por el medio de inducción de 
adipogénesis en presencia o ausencia del MCA, el cual fue previamente 
concentrado con las unidades de filtrado centrífugo de 3kDa Amicon® Ultra – 
0.5mL Centrifugal Filters Ultracel 3K y resuspendido en el medio de diferenciación 
de adipogénesis. Transcurridos los 4 días tras la siembra, se les cambió el medio 
por el medio de mantenimiento y se volvieron a estimular con el MCA. Bajo 
estas circunstancias, se mantuvieron en cultivo durante 7 días para completar la 
primera etapa de la diferenciación celular. En ese punto, y 4h previas al 
momento en que se finalizó el experimento, se añadió el MTT (0,5mg/mL) y 
se incubaron durante 4h a 37ºC y un 5% de CO2. Una vez finalizado este 

tiempo, se añadieron 100µL/pocillo de una solución dodecil sulfato sódico 
(SDS, por sus siglas en inglés) 10% y 0,01M de ácido clorhídrico fumante para 
detener la reacción enzimática y facilitar la solubilización de la sal de formazán. 
Bajo estas condiciones, la placa se mantuvo en incubación durante toda la noche 
a 37ºC y un 5% de CO2. Finalmente, se procedió con la lectura de la placa en el 
espectofotómetro a una longitud de onda de 570nm. El resultado obtenido se 
relacionó con la capacidad proliferativa de las células bajo las diferentes 
condiciones. 
 

8. TINCIONES 
 

8.1. Tinción del citoesqueleto y núcleo celular in vivo 
   La actina y la tubulina son los principales componentes del citoesqueleto 
celular. Estos componentes son indispensables para los procesos biológicos 
celulares y están relacionados con la estabilización de la forma celular y la 
migración celular. La visualización de estos componentes es posible, previa 
tinción, mediante técnicas de microscopía. Además, la tinción DAPI permite la 
visualización al microscopio de los núcleos celulares.  
   Para realizar estos experimentos, las células SaOS2 fueron sembradas sobre 
un cubreobjetos dispuesto en una placa de 24 pocillos a una densidad de 58000 
células/pocillo. Estas células fueron estimuladas con el MCA y diferenciadas a 
osteoblasto durante 3 días. Transcurrido el periodo de diferenciación, se retiró 
el medio del pocillo y se realizó la tinción siguiendo las instrucciones del 
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proveedor. Para ello, se añadió el cóctel de tinción compuesto por el reactivo 
de tinción de tubulina, actina y NucBlue™ y se incubaron durante media hora. 
A continuación se retiró el medio y se añadió Probanecid 1X disuelto en 

tampón fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). Luego se añadieron 8µL 
del medio de montaje a un portaobjetos y se posicionó el cubreobjetos con las 
células de modo que las SaOS2 estuviesen en contacto con el medio de montaje. 
Finalmente se visualizaron las células al microscopio confocal y se tomaron las 
fotografías pertinentes.  
 
8.2. Tinción rojo de aceite O 
 
   Los estudios de la capacidad de diferenciación de las células C3H10T1/2 en 
presencia y ausencia de MCA se realizaron mediante la tinción rojo de aceite O. 
El rojo de aceite O es un colorante lipofílico capaz de teñir los depósitos grasos 
intracelulares.  
   Para realizar esta tinción, las células fueron fijadas con formol 4% a 
temperatura ambiente durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se retiró 
el formol y se dejaron secar las células por completo. A continuación se 
incubaron las células con rojo de aceite O 21% durante 10 minutos y, 
posteriormente, se realizaron cuatro lavados con agua destilada para eliminar 

los restos de tinción inespecífica. Finalmente se añadieron 500µL de agua 
destilada y se tomaron las fotografías al microscopio.  
 

9. AISLAMIENTO DEL ARN 
 
   La extracción del ARN celular de los cultivos celulares se llevó a cabo 
utilizando los reactivos TriReagent® y el kit de extracción E.Z.N.A. Total RNA 
Kit I®.  
   Una vez finalizados los experimentos, tal y como se ha descrito previamente, 
se retiró el medio de cultivo y las células fueron lisadas directamente en la placa 

de cultivo añadiendo 500µL de TriReagent® en cada pocillo. Para garantizar el 
lisado celular, se pipeteó varias veces arriba y abajo el reactivo con las células 
hasta obtener una mezcla no viscosa. A continuación, se transfirió el lisado a 
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los tubos de microcentrífuga de 2mL, se añadieron 100µL de cloroformo, se 
agitaron los tubos intensamente durante 5 segundos y, posteriormente, se 
dejaron incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuación se 
centrifugaron los tubos durante 15 minutos a 12000g y 4ºC. Una vez finalizada 
la centrifugación, se recogió la fase acuosa (superior) de los tubos y se transfirió 
a un nuevo tubo de microcentrífuga. A partir de aquí se procedió con el 
aislamiento del ARN siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de 
extracción E.Z.N.A. Total RNA Kit I®. Para ello se hizo una mezcla 
homogénea (1:1) de la fase acuosa con etanol 70% y se transfirió a las columnas 
del kit de extracción. Éstas fueron centrifugadas a 10000g durante 1 minuto y 
se descartó el eluido. A continuación se procedió con los lavados del ARN, el 
cual quedó retenido en la membrana de la columna durante la centrifugación. 
Para ello se realizó un lavado con el reactivo RNA Wash Buffer I y dos lavados 
con el RNA Wash Buffer II. Una vez finalizados los lavados, se procedió con el 
secado de la membrana, para lo cual las muestras fueron centrifugadas durante 
2 minutos, a 14000g y temperatura ambiente. Una vez finalizado este paso, se 
transfirió la columna a un tubo de microcentrífuga de 1,5mL donde se eluyó el 

ARN con 35µL de agua libre de ARNasas. Para finalizar, el tubo se centrifugó 
durante 2 minutos a 14000g a temperatura ambiente y se obtuvo el ARN.  
   Finalizada la extracción del ARN, se midieron la calidad (ratio de absorbancia 
260/280 y 260/230) y la concentración del mismo utilizando un 
espectofotómetro NanoDrop One®. 
 

10. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA 
 

10.1. Retrotranscripción 
 
   Previamente a la retrotranscipción (RT), el ARN extraído fue digerido con 
ADNasa para eliminar las impurezas de ácido desoxirribunucleico (ADN) 
genómico que pudiera estar presente en la muestra. Para ello, se cargó la misma 
cantidad de ARN de cada muestra y se incubaron, siguiendo las instrucciones 
del proveedor, con una mezcla de ADNasa, el tampón y el agua durante diez 
minutos a 37ºC.  
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   A partir del producto obtenido de la digestión se realizó la RT. Para ello se 

tomaron 2µL del ARN digerido y se realizó la RT siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Por cada muestra se añadieron 8µL de los reactivos del kit de RT 
y se realizó la misma durante 30 minutos a 37ºC, y 5 minutos a 95ºC con la 
finalidad de inactivar la enzima retrotranscriptasa y degradar el ARN. Como 
producto de la RT se obtuvo el ADN complementario (ADNc), el cual se 
conservó a -20ºC para preservar la integridad del mismo. 
 
10.2. Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 
 
   La reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (PCR, por sus siglas en 
inglés) se realizó siguiendo las instrucciones del proveedor. Todas las reacciones 
de PCR (gen de interés, gen normalizador y control negativo) se realizaron por 

duplicado y con un volumen final de 10µL. La mezcla final de la reacción estuvo 
compuesta por los siguientes reactivos:  

• 5µL de mezcla maestra 2X 

• 0,9µL de cebadores 10µM 

• 3,1µL de agua libre de ARNasas y DNAsas 

• 1µL de ADNc 
   Se utilizó el sistema SYBR Green y se emplearon los cebadores que aparecen 
detallados en la tablas 10 y 11.  
 
Tabla 10. Listado de cebadores humanos usados en la técnica de PCR en tiempo real. 

Gen Símbolo Secuencia (5’-3’) cebador 
delantero 

Secuencia (5’-3’) cebador 
inverso 

Axina 2 AXIN2 AAAGAGAGGAGGTTCAGATG CTGAGTCTGGGAATTTTTCTTC 

Factor de crecimiento 
derivado de plaquetas PDGFb GGGCAGGGTTATTTAATATGG AATCAGGCATCGAGACAG 

Factor de 
transcripción 

relacionado con RUNT 
tipo 2 

RUNX2 AAGCTTGATGACTCTAAACC TCTGTAATCT GACTCTGTCC 

Factor inhibidor de la 
leucemia LIF TCTCTATTACACAGCCCAG AAGGTACACGACTATGCG 

Fosfatasa alcalina ALPL TCTTCACATT TGGTGGATAC ATGGAGACAT TCTCTCGTTC 
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Gen Símbolo Secuencia (5’-3’) cebador 
delantero 

Secuencia (5’-3’) cebador 
inverso 

Hipoxantina-guanina 
fosforibosiltransferasa 

1 
HPRT1 ATAAGCCAGACTTTGTTGG ATAGGACTCC AGATGTTTCC 

Interleuquina 6 IL6 GCAGAAAAAGGCAAAGAATC CTACATTTGCCGAAGAGC 

Ligando del factor 
nuclear kappa beta RANKL TGGTTCCCATAAAGTGAGTC GAAGATACTCTGTAGCTAGGTC 

Molécula de adhesión 
celular vascular VCAM ACTTGATGTTCAAGGAAGAG TCCAGTTGAACATATCAAGC 

Osteoactivina GPNMB CAGATCAGAT TCCTGTGTTTG ACAGTATGAT TGGTGGAAAC 

Osteocalcina BGLAP TTCTTTCCTCTTCCCCTTG CCTCTTCTGGAGTTTATTTGG 

Osteopontina SPP1 GACCAAGGAAAACTCACTAC CTGTTTAACTGGTATGGCAC 

Osteoprotegerina OPG ATAGATGTTACCCTGTGTGAG AAGACACTAAGCCAGTTAGG 

Podoplanina PDPN AAGATGGTTTGTCAACAGTG GTACCTTCCCGACATTTTTC 

Proteína morfogénica 
del hueso, 2 BMP2 TCCACCATGA AGAATCTTTG TAATTCGGTGATGGAAACTG 

Proteína morfogénica 
del hueso, 4 BMP4 AGAACATCTGGAGAACATCC AATGTTTATACGGTGGAAGC 

Proteína 
quimiotáctica de 

monocitos 1 
CCL2 AGACTAACCCAGAAACATCC ATTGATTGCATCTGGCTG 

Receptor del factor de 
crecimiento derivado 

de plaquetas 
PDGFRb GGGAAGAGAAGTTTGAGATTC TTCTTTTTGTAACCTTCGCC 

Grupo de 
diferenciación 44 CD44 TTATCAGGAGACCAAGACAC ATCAGCCATTCTGGAATTTG 

 
Tabla 11. Listado de cebadores de ratón usados en la técnica de PCR en tiempo real. 

Gen Símbolo Secuencia (5’-3’) cebador 
delantero 

Secuencia (5’-3’) cebador 
inverso 

Adiponectina ADIPOQ CCACTTTCTCCTCATTTCTG CTAGCTCTTCAGTTGTAGTAAC 

Axina 2 AXIN2 AAGATCACAAAGAGCCAAAG GAAAAAGTAGGTGACAACCAG 

Colágeno tipo II COL2A1 GCGATGACATTATCTGTGAAG TATCTCTGATATCTCCAGGTTC 

Colágeno tipo X COLX TCATGGGATGTTTTATGCTG TCTTACTGGAATCCCTTTACTC 

Factor de 
transcripción de la 

región determinante 
del sexo Y-box-9 

 
SOX9 

 
CTCATTACCATTTTGAGGGG 

 
AAAATACTCTGGTTGCAAGG 

Tabla 10. Continuación 
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Gen Símbolo Secuencia (5’-3’) cebador 
delantero 

Secuencia (5’-3’) cebador 
inverso 

Factor de 
transcripción 

relacionado con RUNT 
tipo 2 

 
RUNX2 

 
ACAAGGACAGAGTCAGATTAC 

 
CAGTGTCATCATCTGAAATACG 

Fosfatasa alcalina ALPL ATTCCCACTA TGTCTGGAAC CTCAAAGAGACCTAAGAGGTAG 

Hipoxantina-guanina 
fosforibosiltransferasa 

1 

 
HPRT1 

 
AGGGATTTGA ATCACGTTTG 

 
TTTACTGGCA ACATCAACAG 

Interleuquina 6 IL6 AAGAAATGATGGATGCTACC GAGTTTCTGTATCTCTCTGAAG 

Molécula de adhesión 
celular vascular 

VCAM ACTGATTATCCAAGTCTCTCC CCATCCACAGACTTTAATACC 

Osteoactivina GPNMB TGATAACAGATCAGATCCCTG AGGAAGATCTCATCAGACAAG 

Osteopontina  SPP1 GGATGAATCT GACGAATCTC GCATCAGGAT ACTGTTCATC 

Perilipina 2 PLIN2 ATAAGCTCTA TGTCTCGTGG GCCTGATCTT GAATGTTCTG 

Proteína ligante a 
ácidos grasos 

FABP4 GTAAATGGGG ATTTGGTCAC TATGATGCTC TTCACCTTCC 

Proteína 
quimiotáctica de 

monocitos 1 

 
CCL2 

 
CAAGATGATCCCAATGAGTAG 

 
TTGGTGACAAAAACTACAGC 

Receptor gamma 
activado por el 
proliferador del 

peroxisoma 

 
PPARG 

 
AAAGACAACG GACAAATCAC 

 
GGGATATTTTT GGCATACTCTG 

Grupo de 
diferenciación 44 

CD44 GAATTAGCTGGACACTCAAG CACCTTCTCCTACTATTGACC 

    
   Todas las reacciones de PCR se realizaron siguiendo el mismo programa, 
consistente en: 1 minuto a 95ºC, 45 ciclos de 15 segundos a 95ºC, 30 segundos 
a 60ºC, 1 minuto a 95ºC, 30 segundos a 55ºC y 30 segundos a 95ºC.  
 

10.2.1. Cuantificación relativa 
 
   El equipo utilizado para realizar las amplificaciones y cuantificaciones 
relativas fue el QuantStudio® (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA).  
   Cada muestra fue amplificada dos veces, una con los cebadores del gen de 
interés y otra con los cebadores del gen normalizador HPRT1. El gen 

Tabla 11. Continuación 
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normalizador garantiza el control de carga al no sufrir variaciones en su 
expresión en relación a diferentes tratamientos o estado de la diferenciación 
celular.  
   Para realizar la cuantificación relativa se ha utilizado el método ΔΔCt. El 
término Ct hace referencia al ciclo a partir del cual la amplificación empieza a 
ser estadísticamente significativa en relación al ruido de fondo. Teniendo en 
cuenta que la relación entre Ct y la concentración de ADNc es inversamente 
proporcional, y que en cada uno de los 45 ciclos de la PCR se duplican las 
copias, el nivel de expresión de cada gen (L) se puede expresar como:  
 

L = 2-Ct 
 

   Debemos tener en cuenta que, para cada gen, el nivel de carga de las muestras 
puede sufrir pequeñas variaciones. Para evitar esto, se normalizó la expresión 
de cada gen respecto a la expresión de un gen normalizador. Su representación 
sería la siguiente: 
 

2!"#(%&)

2!"#(()*)
= 2!["#(%&)!"#(()*)] = 2!-"# 

 
   Tras la normalización del gen de interés, se prosiguió con la cuantificación 
relativa de cada una de las muestras respecto al calibrador. Con esto se 
determinó la variación de expresión génica del gen de interés en una muestra 
respecto al control. El calibrador fue asignado al ADNc de la muestra control, 
o bien del MD, al cual se le asignó el valor de 1. Las demás muestras fueron 
referidas a este valor, determinando de este modo la cuantificación relativa en 
relación al calibrador.  
Esta cuantificación relativa se calcula dividiendo la expresión normalizada del 
gen de interés en la muestra problema, entre la expresión del gen de interés en 
el control (calibrador). Su representación es la siguiente:  
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2-ΔCt(GI)

2-ΔCt(Nor)
=	2-ΔΔCt 

 
Donde ΔΔCt es igual a ΔCt(muestra) – ΔCt (control) 

 

10.2.2. Controles de calidad 
 
   En todas las PCR se realizó un control negativo de calidad en el cual no se 
incluyó el ADNc. Esto permitió diferenciar si el resultado obtenido fue debido 
a la hibridación de los cebadores con el ADNc problema, o bien a la formación 
de dímeros entre ellos, lo cual daría lugar a un falso positivo. Asimismo, se 
realizó un control de especificidad ulterior con la realización de una curva de 
disociación, la cual permite determinar la temperatura de fusión específica de 
cada fragmento amplificado en cada gen y par de cebadores, confirmando de 
este modo la ausencia de dímeros de cebadores que puedan resultar en un falso 
positivo.  

 

11. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN PROTEICA 
 

11.1. Western Blot 
 
   Para analizar la expresión de proteínas en los sobrenadantes de los cultivos 
celulares y en los sueros de los pacientes se realizaron ensayos de western blot. 

Para ello, se precipitaron 200µL de los sobrenadantes de los cultivos celulares 

y 100µL de los sueros de los pacientes mediante metanol y cloroformo. Con tal 
fin, se tomaron dichas muestras y se transfirieron a un tubo de 1,5mL. 
Posteriormente se añadieron 800µL o 400µL de metanol 100% en función de 
si se procesó un sobrenadante o un suero, y se agitaron con un mezclador de 
vórtice. Luego se añadieron 200µL o 100µL de cloroformo dependiendo de si 
la muestra correspondía a un sobrenadante celular o un suero, y se agitó el tubo 
nuevamente. A continuación se añadieron 600µL o 300µL de agua destilada 
atendiendo a si la muestra era un sobrenadante procedente de un cultivo celular 
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o un suero, y se centrifugaron a 300g durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. Finalizada la centrifugación, se descartó con una micropipeta la parte 
superior a la banda proteica, se añadieron 600µL de metanol 100% en el caso 
de los sobrenadantes o 300µL del mismo en el caso de los sueros, se agitaron 
los tubos hasta romper dicha banda y se centrifugaron a 300g durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se descartó por completo el 
sobrenadante y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente durante 10-15 
minutos. Una vez finalizada la precipitación de proteínas, se resuspendieron los 
pellets de los sobrenadantes de los cultivos celulares y los procedentes del suero 

de los pacientes en 50µL y 240µL de Ripa Buffer respectivamente. Las muestras 
se cargaron en igualdad de volumen y éstas fueron separadas por tamaño en 
geles de acrilamida con dos fases: la superior (gel concentrador) al 5% y la 
inferior (gel separador) al 10%.  
   La electroforesis se realizó empleando el tampón comercial de migración 
Tris/Glicina/SDS 10X, diluido diez veces en agua y metanol 20%. Una vez 
separadas las proteínas, éstas se transfirieron a una membrana de fluoruro de 
polivinilideno previamente hidratada en metanol y agua. La transferencia se 
realizó con el aparato de transferencia semihúmeda TransBlot® SD Cell (BioRad 
Laboratories, Hercules, CA, USA).  
   Finalizada la transferencia, las membranas fueron bloqueadas usando como 
bloqueo una solución al 0,5% de leche desnatada en TBS-T (NaCl 1,37 M, 
Trizma® Base 20mM, pH7,6, TWEEN® 20 0,1%) con la bomba de vacío 
SNAP i.d. 2-0 (Millipore, Burlington, Massachusetts, EEUU). A continuación 
se añadió el anticuerpo primario disuelto en el tampón de bloqueo formado por 
un 5% de leche desnatada y TBS-T (dilución 1:1000), y se dejaron incubar las 
membranas a 4ºC en agitación continua durante toda la noche. Transcurrido el 
tiempo de incubación, se realizaron cuatro lavados de las membranas con TBS-
T utilizando la bomba de vacío SNAP i.d. 2-0. A continuación se incubaron las 
membranas con el anticuerpo secundario pertinente disuelto en el tampón de 
bloqueo (dilución 1:2000) durante 1h, a temperatura ambiente y en agitación 
continua. Pasado el tiempo de incubación, se realizaron cuatro lavados con 
TBS-T utilizando el SNAP i.d. 2-0. Posteriormente se procedió con el revelado 
utilizando el Immobilon® Western, y la quimioluminiscencia fue detectada 
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utilizando el ChemiDoc MP Imaging System (BioRad Laboratories, Hercules, CA, 
USA).  
   Las imágenes obtenidas fueron cuantificadas utilizando los programas Image 
Lab™ Software (Image Lab™ 6.0.1, Bio-Rad Laboratories, EEUU) e ImageJ 
(ImageJ 1.51s, NIH, EEUU).  
 
11.2. Estudios de proteómica 
 
   El secretoma de los cultivos celulares correspondientes con el MCA y el 
MCEN con sus respectivos controles, así como los sueros de los pacientes 
fueron analizados mediante proteómica utilizando el aparato TOF/TripleTOF 
6600 (Sciex, EEUU). Todas las muestras fueron analizadas de forma cualitativa 
(Data-dependent acquisition, DDA) y cuantitativa (Sequential window acquisition of all 
theoretical mass spectra, SWATH). De los datos obtenidos, se escogieron aquellas 
proteínas que estuviesen por encima del 5% de la tasa de descubrimientos falsos 
(FDR, por sus siglas en inglés). A continuación, se realizó un enriquecimiento 
del proteoma con el programa FunRich (88). Asimismo, se realizó una tabla de 
correlación partiendo de las áreas obtenidas en el análisis de SWATH con los 
cambios en la expresión génica producidos por esos sueros en las células SaOS2. 
Posteriormente se realizó un mapa de correlación representando solo las 
correlaciones que implicasen los genes estudiados mediante PCR.  
 

12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
   Los resultados obtenidos de este trabajo se expresaron como la media ± la 
desviación estándar de la media (SEM, por sus siglas en inglés) de, al menos, 
tres experimentos o muestras independientes y fueron analizados mediante el 
programa estadístico GraphPad Prism (GraphPad Software Inc. 8, EEUU) y R 
(RStudio 1.3.1093, EEUU). Para dicho análisis se emplearon el test t de Student 
paramétrico y no paramétrico, atendiendo a la procedencia de las muestras. Se 
consideró significativo un valor de p menor de 0,05 (p<0,05). En la 
representación gráfica, los resultados se expresaron como * para p<0,05, ** 
para p<0,01, *** para p<0,001 y **** para p<0,0001. Para las correlaciones, se 
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empleó el análisis de correlación no paramétrico de Pearson, aplicando un 5% 
del FDR. 
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13. LISTADO DE LÍNEAS CELULARES, ANTICUERPOS Y REACTIVOS 
 

Tabla 12. Listado de líneas celulares, anticuerpos y reactivos 

Líneas celulares 
Nombre Proveedor 
ATDC5 Riken Cell Bank, Japan 
C3H10T1/2 Dra. Pardo, Instituto IDIS, Santiago, 

España 
CCF-STTG1 CLS, Eppelheim, Alemania 
SaOS2 CLS, Eppelheim, Alemania 

 

Anticuerpos  
Nombre Proveedor 
Anticuerpo primario PolyAb Proteintech, Alemania 
Anticuerpo secundario 
Donkey anti-Rabbit IgG 
(H+L) 
 

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 
USA 

Reactivos  
Nombre Proveedor 
Ácido ascórbico-2-fosfato Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Ácido clorhídrico fumante Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
ACTRAPID 100 UI/ML Servicio de farmacia del Hospital Clínico 

Universitario de Santiago de Compostela 
Agua ultrapura libre de 
ARNasas y ADNasas 

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 
USA 

Apo-transferrina Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Cebadores Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
CellMask™ Green Actin 
Tracking Stain 

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 
USA 

Cloroformo Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 



María Guillán Fresco  
 

78 

 
 
Dexametasona 

 
 
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 

E.Z.N.A. Total RNA Kit I® Omega Bio-Tek Inc., Norcross, GA, USA 
Etanol VWR BDH Chemicals, Darmstadt, 

Alemania 
FBS Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Formol 4% Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 

USA 
Glutamina Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
High-Capacity RNA-to-
cDNA™ Kit 

Applied Biosystems, Life Technolgies, 
Grand Island, NY, USA 

IGF-1 Tebu-Bio Spain S.L. España 

IL1b Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Immobilon® Western  (Millipore, Burlington, Massachusetts, 
EEUU) 

Indometacina Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Isobutilmetilxantina Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Kit de digestión Lucigen, WI, USA 
Kit de tinción del 
citoesqueleto y DAPI 

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 
USA 

LPS Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Metanol (Millipore, Burlington, Massachusetts, 

EEUU) 
Mezcla maestra para PCR BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Medio DMEM High Glucose Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Medio DMEM:Hams F12 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
MTT Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
NaCl Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
NucBlue™ Live Cell Stain 
ReadyProbes™ Reagent 

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 
USA 

PBS Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 
USA 

Tabla 12. Continuación 

Reactivos  
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Penicilina/Estreptomicina Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Pioglitazona Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Ripa Buffer (Millipore, Burlington, Massachusetts, 

EEUU) 
Rojo de aceite O Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Rojo de alizarina Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Rosiglitazona Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
SDS Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Selenito sódico Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Tripsina/EDTA 0,5% Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
TriReagent® Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Tris/Glicina/SDS 10X BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Trizma® Base Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Tubulin Tracker™ Deep Red Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, 

USA 
TWEEN® 20 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 
 
 

Tabla 12. Continuación 

Reactivos  
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RESULTADOS 

 

1. EFECTO DE LOS ASTROCITOS EN LA OSTEOBLASTOGÉNESIS 
 
1.1. Estudio del efecto anabólico de los astrocitos sobre los osteoblastos   
 
   En el contexto de un TCE, los astrocitos desempeñan un papel importante 
en los procesos fisiopatológicos y de reparación a través de la liberación de 
numerosos factores (17). Con la finalidad de estudiar la potencial contribución 
de estas células en la OHN, se cocultivaron astrocitos (CCF-STTG1) y 
osteoblastos (SaOS2) y se dejaron diferenciar durante tres, siete, catorce y 
veintiún días a osteoblasto. Interesantemente, el cocultivo celular promovió la 
osteoblastogénesis, al aumentar la expresión génica en los osteoblastos de 
marcadores esenciales del anabolismo óseo como SPP1, RUNX2 y BMP2 
(Figura 8A-C).  
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Figura 8. Impacto del cocultivo de astrocitos-osteoblastos en la osteoblastogénesis. 
A) Expresión del marcador de diferenciación osteoblastogénica SPP1 medida mediante RT-
PCR tras veintiún días de cocultivo celular de astrocitos y osteoblastos. 
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Figura 8. Impacto del cocultivo de astrocitos-osteoblastos en la osteoblastogénesis 
(continuación). B) Expresión del marcador de diferenciación osteoblastogénica RUNX2 
medida mediante RT-PCR tras veintiún días de cocultivo celular de astrocitos y osteoblastos. 
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Figura 8. Impacto del cocultivo de astrocitos-osteoblastos en la osteoblastogénesis 
(continuación). C) Expresión del marcador de diferenciación osteoblastogénica BMP2 
medida mediante RT-PCR tras veintiún días de cocultivo celular de astrocitos y osteoblastos. 
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   Para determinar si este efecto fue debido al efecto directo de los astrocitos 
sobre los osteoblastos, o si por el contrario se trataba de un efecto producto de 
la retroalimentación entre ambos tipos celulares, se dejó que los astrocitos 
condicionasen el MD durante tres días para obtener el MCA. Posteriormente, 
se estimularon los osteoblastos con el MCA y se diferenciaron durante tres días. 
Los efectos anabólicos previamente observados en el cocultivo celular se 
preservaron, a excepción del efecto sobre RUNX2, el cual no se modificó con 
la presencia del MCA (Figura 9A), lo cual sugiere la liberación de factores 
anabólicos por parte de los astrocitos. En base a estos hallazgos, se procedió 
con el estudio de un mayor número de genes relacionados con el metabolismo 
óseo. Los resultados obtenidos evidenciaron la capacidad del MCA para 
incrementar en los osteoblastos la expresión génica de los marcadores del 

anabolismo óseo BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFb y su receptor PDGFRb 
(Figura 9B), así como OPG (Figura 9C). Sin embargo, el MCA no indujo 
cambios en la expresión de RANKL, lo cual resultó en una reducción del ratio 
de remodelado óseo RANKL/OPG (Figura 9C).  
   Finalmente, la presencia del MCA moduló los principales marcadores génicos 
de la vía WNT. Así, el estímulo del MCA incrementó la expresión génica de 
AXIN2 en los osteoblastos, gen inducible tras la activación de la vía WNT, que 
a su vez actúa como un inhibidor de la misma mediante un mecanismo de 
retroalimentación negativa (89); y disminuyó la expresión génica de SOST y 
DKK1, principales inhibidores de esta vía (Figura 9C) (36–39).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



María Guillán Fresco  
 

88 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

D0

D3 M
D

D3 M
CA

0

1

2

3

B
M

P2
 E

xp
re

si
ón

 re
la

tiv
a 

A
R

N
 (2

-d
dC

t )

***

****
**

D0

D3 M
D

D3 M
CA

0

5

10

15

20

SP
P1

 E
xp

re
si

ón
 re

la
tiv

a 
A

R
N

 (2
-d

dC
t )

**

****
****

D0

D3 M
D

D3 M
CA

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

R
U

N
X2

 E
xp

re
si

ón
 re

la
tiv

a 
A

R
N

 (2
-d

dC
t )

****
****

Figura 9. Efecto del MCA sobre el anabolismo óseo en el proceso de 
osteoblastogénesis. A) Expresión de los marcadores de diferenciación osteoblastogénica 
SPP1, RUNX2 y BMP2 medida mediante RT-PCR en SaOS2 estimuladas con el MCA 
diferenciadas a osteoblasto durante tres días.  
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Figura 9. Efecto del MCA sobre el anabolismo óseo en el proceso de 
osteoblastogénesis (continuación). B) Cuantificación mediante RT-PCR de la expresión de 
los marcadores relacionados con el metabolismo óseo BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFb 
y PDGFRb durante la diferenciación de las SaOS2 en presencia o ausencia del MCA durante 
tres días.   
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Figura 9. Efecto del MCA sobre el anabolismo óseo en el proceso de 
osteoblastogénesis (continuación). C) Cuantificación mediante RT-PCR de la expresión de 
los marcadores relacionados con el metabolismo óseo RANKL, OPG, ratio RANKL/OPG, 
y los genes relacionados con la vía WNT AXIN2, SOST, DKK1 durante la diferenciación de 
las SaOS2 en presencia o ausencia del MCA durante tres días.   
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1.2. Determinación del efecto inflamatorio del medio condicionado por 
los astrocitos sobre los osteoblastos  
 
   Considerando el papel de la inflamación en el anabolismo óseo (35,48,57), se 
investigó la capacidad del MCA para modular los procesos inflamatorios en los 
osteoblastos. El MCA incrementó la expresión génica de marcadores 
inflamatorios relevantes como VCAM, gen relacionado con el reclutamiento 
leucocitario y la adhesión vascular asociada a la inflamación; y CCL2, gen 
promotor de la quimiotaxis de monocitos y polarización de macrófagos en 
procesos inflamatorios, en las SaOS2 diferenciadas a osteoblastos durante tres 
días (Figura 10).  
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figura 10. Efecto del MCA sobre el perfil inflamatorio en la osteoblastogénesis. 
Expresión medida por RT-PCR de los marcadores inflamatorios VCAM y CCL2 en 
osteoblastos diferenciados durante tres días en presencia y ausencia del MCA. 
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   Con la finalidad de estudiar la contribución del efecto inflamatorio intrínseco 
del MCA a las respuestas inflamatorias asociadas a las respuestas inmunes 
innatas que se han descrito en la OHN, las células SaOS2 fueron estimuladas 

con IL1b (0,1 ng/mL) y LPS (100 ng/mL) durante 48h, tras ser diferenciadas 
a osteoblasto en presencia o ausencia del MCA durante tres días. La presencia 

del MCA potenció el efecto inflamatorio de la IL1b, lo cual se evidenció 
mediante el aumento en la expresión génica de IL6, VCAM y CCL2 (Figura 
11). Interesantemente, el estímulo inflamatorio incrementó la expresión de los 
genes anabólicos óseos BMP2 y LIF inducidos por el MCA (Figura 11). No 

obstante, la IL1b no modificó la expresión de SPP1 (Figura 11). En cuanto al 
LPS, principal agonista del receptor tipo Toll 4 (TLR4, por sus siglas en inglés), 
éste no alteró el perfil inflamatorio ni el metabolismo óseo (Figura 12).  
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Figura 11. Efecto de la adición de IL1b sobre los efectos basales del MCA en la 
osteoblastogénesis. Expresión génica medida mediante RT-PCR de los marcadores 
inflamatorios y del metabolismo óseo IL6, VCAM, CCL2, BMP2, LIF y SPP1 en células 
SaOS2 estimuladas con IL1b (0,1 ng/mL) durante 48h, tras ser diferenciadas a osteoblasto 
en presencia y ausencia el MCA durante tres días.  
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Figura 12. Efecto de la adición de LPS sobre los efectos basales del MCA en la 
osteoblastogénesis. Determinación mediante RT-PCR de la expresión de los 
marcadores IL6, VCAM, CCL2, BMP2, LIF y SPP1 en osteoblastos estimulados con 
LPS (100 ng/mL) durante 48h, trascurridos tres días de diferenciación osteoblástica en 
presencia o ausencia del MCA.  
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1.3. Determinación de los cambios morfológicos celulares inducidos por 
el medio condicionado por los astrocitos 

 
   Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de los astrocitos para 
incrementar la expresión de los marcadores relacionados con el metabolismo 
óseo en las células SaOS2. Para determinar el efecto del MCA sobre la 
morfología de los osteoblastos se realizaron tinciones de tubulina, actina y del 
núcleo celular. Los datos obtenidos pusieron de manifiesto la capacidad del 
MCA para inducir cambios morfológicos similares a los osteocitos en las SaOS2 
(Figura 13A). Teniendo en cuenta estos hallazgos, se estudiaron marcadores de 
osteocitos en las SaOS2 mediante RT-PCR. En consistencia con los resultados 
de las tinciones, el MCA incrementó la expresión génica de PDPN (Figura 13B), 
marcador temprano de la diferenciación del osteoblasto a osteocito. Sin 
embargo, el MCA no modificó BGLAP, el otro marcador de osteocito 
estudiado (Figura 13B).   
 
 

 

 

Figura 13. Cambios morfológicos producidos por el MCA sobre los osteoblastos. A) 
Tinción de tubulina, actina y núcleo celular en células SaOS2 diferenciadas durante tres días 
en presencia y ausencia del MCA.  
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2. EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO POR LOS ASTROCITOS EN LA 

ADIPOGÉNESIS 
 
   Los resultados anteriores apuntaron al MCA como promotor del anabolismo 
óseo en osteoblastos. Considerando que los osteoblastos y los adipocitos 
comparten un mismo origen celular, las MSCs, y teniendo en cuenta que los 
procesos de osteoblastogénesis y adipogénesis están en equilibrio y son 
antitéticos, se realizaron experimentos para testar el efecto del MCA en la 
diferenciación de las C3H10T1/2 a adipocito durante 7 días. Los datos 
obtenidos revelaron una disminución en la expresión génica de los marcadores 
adipogénicos FABP4, PPARG y ADIPOQ (Figura 14) en las células tratadas 
con el MCA. Sin embargo, el MCA no alteró la expresión de PLIN2 (Figura 
14).  
  

Figura 13. Cambios morfológicos producidos por el MCA sobre los osteoblastos 
(continuación). B) Expresión génica determinada mediante RT-PCR de los marcadores de 
osteocitos PDPN y BGLAP en células SaOS2 diferenciadas a osteoblasto durante tres días 
en presencia o ausencia del MCA.   
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Figura 14. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de marcadores 
adipogénicos. Expresión génica objetivada mediante RT-PCR de los principales 
marcadores adipogénicos FABP4, PLIN2, PPARG y ADIPOQ en células C3H10T1/T2 
diferenciadas a adipocito durante siete días en presencia o ausencia del MCA.  
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   Con el objetivo de validar los datos obtenidos se realizaron tinciones rojo de 
aceite O en las C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito durante 7 días en 
presencia o ausencia del MCA. Acorde con los datos obtenidos mediante las 
técnicas de análisis de expresión génica, los depósitos de grasa estaban 
disminuidos en las condiciones tratadas con el MD, y completamente ausentes 
en las células estimuladas con el MCA, corroborando de este modo el efecto 
anti-adipogénico del mismo (Figura 15).  
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
Teniendo en cuenta la capacidad de las MSCs para diferenciarse tanto a hueso 
como a grasa, y dado que el MCA actuó como un inhibidor de la adipogénesis, 
se estudiaron genes relacionados con el metabolismo óseo y con el proceso 
inflamatorio en las diferenciaciones de C3H10T1/2 a adipocito durante siete 
días. Interesantemente, el MCA fue capaz de aumentar la expresión génica de 
los marcadores SPP1, RUNX2, CD44, AXIN2 (Figura 16), IL6 y VCAM 
(Figura 17). Por el contrario, este medio redujo la expresión de GPNMB (Figura 
16) y no modificó la expresión de CCL2 (Figura 17).  
  

C MD MCA 

Figura 15. Efecto del MCA en la acumulación lipídica de células C3H10T1/2 
diferenciadas a adipocito. Tinción de los depósitos lipídicos con rojo de aceite O durante 
el proceso de diferenciación de las C3H10T1/2 a adipocito durante 7 días en presencia o 
ausencia del MD y MCA.  
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Figura 16. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de marcadores 
relacionados con el metabolismo óseo. Expresión génica medida mediante RT-PCR de 
los marcadores relacionados con el metabolismo óseo SPP1, RUNX2, CD44, GPNMB y 
AXIN2 en las C3H10T1/2 diferenciadas durante siete días en presencia o ausencia del MCA.  
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Figura 17. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de marcadores 
inflamatorios. Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores 
inflamatorios IL6, VCAM y CCL2 durante el proceso de adipogénesis en presencia o 
ausencia del MCA  
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   Finalmente, durante el proceso de diferenciación de estas células se 
observaron variaciones en la proliferación celular. Para determinar dichos 
cambios, se realizó un MTT de las C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito 
durante siete días en presencia y ausencia del MCA. Los resultados obtenidos 
mostraron un incremento en la proliferación celular de las C3H10T1/2 
estimuladas con el MCA durante su diferenciación a adipocito (Figura 18).  
 

 
 

 
 

3. EFECTO DE LOS EXPLANTES NERVIOSOS EN LA OSTEOBLASTOGÉNESIS 
 
   La OH es una enfermedad multifactorial cuya etiología permanece a día de 
hoy desconocida. Sin embargo, existen ciertos factores de riesgo entre los cuales 
se incluyen haber sufrido un daño neurológico, como por ejemplo un TCE. 
Recientemente, estudios han señalado la posible implicación del SNP en el 
desarrollo de la OHN (16,48,52,54,55,57,60,66–68). Con la finalidad de 
investigar el papel de los nervios periféricos en la formación ectópica de hueso, 
se cocultivaron EN y SaOS2, y se diferenciaron estas úlitmas a osteoblastos 
durante tres días. Los datos obtenidos demostraron un incremento en la 
expresión génica de los marcadores óseos SPP1, RUNX2, BMP2, LIF, CD44, 
RANKL, el ratio RANKL/OPG, así como un aumento en la expresión de los 

Figura 18. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de la viabilidad celular. 
Estudio de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT de las C3H10T1/2 diferenciadas a 
adipocito durante siete días en presencia o ausencia del MCA.  
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marcadores inflamatorios VCAM y CCL2 en las SaOS2 cocultivadas con los 
EN (Figura 19A-D). Por el contrario, la coexistencia de los EN y las SaOS2 
hicieron disminuir los niveles de expresión de BMP4 y GPNMB (Figura 19B), y 

no modificaron  la expresión de PDGFb, PDGFRb, OPG y AXIN2 (Figura 
19B-C).  
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Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis. A) Expresión génica medida 
mediante RT-PCR de los marcadores de diferenciación osteoblástica SPP1, RUNX2 y BMP2 
tras tres días diferenciación a osteoblasto del cocultivo EN-SaOS2.  
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Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis (continuación). B) Determinación 
mediante RT-PCR de la expresión de los marcadores relacionados con el metabolismo óseo 
BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFb y PDGFRb durante la diferenciación de las SaOS2 en 
presencia o ausencia de los EN durante tres días.  
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Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis (continuación). C) Determinación 
mediante RT-PCR de la expresión de los marcadores relacionados con el metabolismo óseo 
RANKL, OPG, ratio RANKL/OPG y AXIN2 durante la diferenciación de las SaOS2 en 
presencia o ausencia de los EN durante tres días.  
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   Paralelamente, se cocultivaron las CEN y las SaOS2 y se diferenciaron a 
osteoblastos durante tres días. A pesar de que los efectos observados fueron 
ligeramente más tenues comparados con los cocultivos de los EN y las SaOS2, 
las CEN fueron capaces de incrementar la expresión génica de SPP1 y VCAM 
en las células SaOS2. Asimismo, la presencia de las CEN incrementó el ratio 

RANKL/OPG y disminuyó la expresión de BMP4 y PDGFRb. Sin embargo, 
este cocultivo no indujo cambios en los demás genes estudiados (Figura 20). 
  

Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis (continuación). D) Expresión 
génica medida mediante RT-PCR de los marcadores inflamatorios VCAM y CCL2 durante 
la diferenciación osteoblástica de las SaOS2 en presencia o ausencia de los EN durante tres 
días. 
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Figura 20. Efecto de las CEN en la osteoblastogénesis. A) Cuantificación mediante RT-
PCR de la expresión génica de SPP1, RUNX2 y BMP2 en las SaOS2 diferenciadas durante 
tres días en presencia o ausencia de las CEN.  
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Figura 20. Efecto de las CEN en la osteoblastogénesis (continuación). B) 
Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores relacionados con 
el metabolismo óseo e inflamatorio BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFb y PDGFRb en 
células SaOS2 diferenciadas durante tres días a osteoblasto en presencia o ausencia de las 
CEN.  
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Figura 20. Efecto de las CEN en la osteoblastogénesis (continuación). C) 
Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores relacionados con 
el metabolismo óseo RANKL, OPG, ratio RANKL/OPG y AXIN2 en células SaOS2 
diferenciadas durante tres días a osteoblasto en presencia o ausencia de las CEN.  
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   Teniendo en cuenta los efectos inflamatorios y anabólicos observados en la 
coexistencia de los EN y las SaOS2, se investigó el efecto de la combinación de 
los cocultivos de EN y SaOS2 estimulados con el MCA. Los resultados 
evidenciaron como la presencia de los EN incrementó significativamente los 
efectos del MCA en cuanto a la expresión génica de los marcadores 
osteoblásticos e inflamatorios SPP1, BMP2, LIF, RANKL y CCL2 (Figura 21A-
D). En relación con esto, cabe destacar la sinergia observada en el incremento 
de la expresión génica de SPP1, LIF y CCL2 (Figura 21A,B,D). Por otra parte, 
los EN redujeron de forma significativa los niveles de expresión génica de 

BMP4, GPNMB, CD44, PDGFb, PDGFRb y AXIN2 (Figura 21B-C). 
Asimismo, el MCA, más allá de la inducción sinérgica mencionada 
anteriormente, fue capaz de modular los efectos de los EN al potenciar de 
forma significativa la expresión de los marcadores BMP4, GPNMB, CD44, 

PDGFb, OPG y AXIN2 (Figura 21B-C); y reducir la expresión de los genes 
RUNX2, RANKL y el ratio RANKL/OPG (Figura 21A,C).  
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Figura 20. Efecto de las CEN en la osteoblastogénesis (continuación). D) 
Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores inflamatorios 
VCAM y CCL2 en células SaOS2 diferenciadas durante tres días a osteoblasto en presencia 
o ausencia de las CEN.  
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Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos. A) Determinación 
de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores óseos SPP1, RUNX2 y BMP2 
en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante tres días en presencia o ausencia del MCA.  
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Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos (continuación). B) 
Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores óseos BMP4, 
LIF, GPNMB, CD44, PDGFb y PDGFRb en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante 
tres días en presencia o ausencia del MCA.  
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Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos (continuación). C) 
Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores óseos RANKL, 
OPG, ratio RANKL/OPG y AXIN2 en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante tres días 
en presencia o ausencia del MCA.  
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4. EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO POR LOS EXPLANTES NERVIOSOS 

EN LA ADIPOGÉNESIS 
 
   Considerando el balance entre la osteoblastogénesis y la adipogénesis, se testó 
el efecto del MCEN en las células C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito 
durante siete días, y se estudiaron los principales marcadores de adipogénesis 
mediante RT-PCR. Los resultados evidenciaron un descenso significativo en la 
expresión génica de tres de los marcadores estudiados, FABP4, PPARG y 
ADIPOQ. Sin embargo, el MCEN incrementó la expresión de PLIN2 (Figura 
22A).  
   Del mismo modo se estudiaron los marcadores del metabolismo óseo e 
inflamatorios en el modelo de diferenciación a adipogénesis. Los datos 
obtenidos revelaron un incremento significativo en la expresión de SPP1, 
CD44, IL6, VCAM y CCL2 en las células estimuladas con el MCEN (Figura 
22B-C). No obstante, este medio no produjo cambios en la expresión de 
RUNX2, GPNMB y AXIN2 (Figura 22B).  
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Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos (continuación). D) 
Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores inflamatorios 
VCAM y CCL2 en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante tres días en presencia o 
ausencia del MCA.  
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Figura 22. Efecto del MCEN sobre la adipogénesis. A) Expresión de los principales 
marcadores de la adipogénesis FABP4, PLIN2, PPARG y ADIPOQ cuantificados mediante 
RT-PCR en la diferenciación de C3H10T1/2 a adipocito durante siete días en presencia y 
ausencia del MCEN.  
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Figura 22. Efecto del MCEN sobre la adipogénesis (continuación). B) Cuantificación 
mediante RT-PCR de la expresión génica de los marcadores relacionados con el metabolismo 
óseo SPP1, RUNX2, CD44, GPNMB y AXIN2 en las células C3H10T1/2 diferenciadas a 
adipocito durante siete días en presencia o ausencia del MCEN.  
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Figura 22. Efecto del MCEN sobre la adipogénesis (continuación). C) Cuantificación 
mediante RT-PCR de la expresión génica de los marcadores inflamatorios IL6, VCAM y 
CCL2 en las células C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito durante siete días en presencia o 
ausencia del MCEN.  
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5. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCIÓN DE DERECHOS  
 

6. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCIÓN DE DERECHOS  

 

7. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCIÓN DE DERECHOS  
 

8. USO DE LA TRITERAPIA COMO TERAPIA PREVENTIVA FRENTE A LA OHN 
 
   Actualmente no existen tratamientos efectivos que permitan prevenir la 
aparición de la OH, lo que incrementa la necesidad de la búsqueda de nuevas 
terapias. Nuestro grupo de investigación desarrolló una terapia acuñada bajo el 
término TT (número de patente 300306701) compuesta por la combinación de 

un antidiabético (Pioglitazona, 10nM), un AINE (Indometacina, 60µM) y un 

corticoide (Dexametasona, 1µM). Dicha terapia está enfocada a prevenir la 
aparición de masas óseas ectópicas a través de la modulación del balance 
osteoblastogénesis-adipogénesis, a favor de la adipogénesis.  
   La TT fue testada en el modelo de diferenciación osteoblástica de SaOS2  
durante tres días en presencia o ausencia del MCA. En condiciones basales, la 
TT disminuyó la expresión génica de los marcadores anabólicos e inflamatorios 

SPP1, LIF, CD44, PDGFb, CCL2 y el ratio RANKL/OPG (Figura 33A-D); 
aumentó la expresión génica de los marcadores relacionados con el 
metabolismo óseo BMP2 y OPG (Figura 33A,C); y no modificó el resto de genes 
estudiados en el proceso de diferenciación osteoblástico (Figura 33A-D). 
Asimismo, los resultados demostraron un efecto notorio de la TT en la 
reducción de la expresión de los genes relacionados con el metabolismo óseo 

SPP1, BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFRb, así como en la expresión génica 
de los marcadores inflamatorios VCAM y CCL2 (Figura 33A-D) en los 
osteoblastos estimulados con el MCA durante tres días. Además, la TT aumentó 
la expresión génica de los marcadores RANKL y OPG. Sin embargo, dichos 
cambios no modificaron netamente el ratio RANKL/OPG (Figura 33C). 
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Asimismo, el tratamiento con la TT no modificó el resto de genes estudiados 
(Figura 33A-C).  
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Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNC. A) Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los genes relacionados 
con el metabolismo óseo SPP1, RUNX2 y BMP2 en las SaOS2 diferenciadas a osteoblasto 
durante tres días en presencia o ausencia de la TT (pioglitazona 10nM, indometacina 60µM 
y dexametasona 1µM).  
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Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNC (continuación). B) Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los 
genes relacionados con el metabolismo óseo BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFb y 
PDGFRb en las SaOS2 diferenciadas a osteoblasto durante tres días en presencia o ausencia 
de la TT (pioglitazona 10nM, indometacina 60µM y dexametasona 1µM).  
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Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNC (continuación). C) Determinación de la expresión génica mediante RT-PCR de los 
genes relacionados con el metabolismo óseo RANKL, OPG, ratio RANKL/OPG y AXIN2  
en las SaOS2 diferenciadas a osteoblasto durante tres días en presencia o ausencia de la TT 
(pioglitazona 10nM, indometacina 60µM y dexametasona 1µM).  
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   Esta terapia también fue testada en las diferenciaciones de SaOS2 en 
presencia del MCEN durante tres días. Interesantemente, la TT fue capaz de 

disminuir los niveles de SPP1, BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFb, AXIN2 y 
CCL2 (Figura 34A-D) en las SaOS2 estimuladas con el MCA. Sin embargo, la 
TT indujo el aumento en la expresión de los marcadores RUNX2 y BMP2 en 
las SaOS2 estimuladas con el MCEN (Figura 34A,C), y no modificó la expresión 

de PDGFRb, RANKL, OPG, el ratio RANKL/OPG y VCAM (Figura 34B-D) 
en los osteoblastos estimulados con el MCA.  
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Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNC (continuación). D) Expresión génica de los marcadores inflamatorios medidos 
mediante RT-PCR VCAM y CCL2 en el proceso de osteoblastogénesis en presencia o 
ausencia de la TT.  
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Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNP. A) Determinación mediante RT-PCR de la expresión de los marcadores relacionados 
con el metabolismo óseo SPP1, RUNX2 y BMP2 en las células SaOS2 diferenciadas durante 
tres días en presencia o ausencia de la TT (pioglitazona 10nM, indometacina 60µM y 
dexametasona 1µM).  
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Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNP (continuación). B) Determinación mediante RT-PCR de la expresión de los marcadores 
relacionados con el metabolismo óseo BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFb y PDGFRb en 
las células SaOS2 diferenciadas durante tres días en presencia o ausencia de la TT 
(pioglitazona 10nM, indometacina 60µM y dexametasona 1µM).  
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 Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNP (continuación). C) Determinación mediante RT-PCR de la expresión de los marcadores 
relacionados con el metabolismo óseo RANKL, OPG, ratio RANKL/OPG y AXIN2 en las 
células SaOS2 diferenciadas durante tres días en presencia o ausencia de la TT (pioglitazona 
10nM, indometacina 60µM y dexametasona 1µM).  
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Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN in vitro con componente del 
SNP (continuación). D) Estudio de la expresión génica mediante RT-PCR de los marcadores 
inflamatorios VCAM y CCL2 en el proceso de diferenciación a osteoblasto en presencia o 
ausencia de la TT.  
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DISCUSIÓN 
 
   En la presente tesis doctoral se ha determinado la capacidad de los astrocitos 
y los EN para liberar factores promotores del anabolismo óseo y la inflamación 
y, a su vez, inhibir la adipogénesis. Asimismo, se ha identificado una proteína  
como potencial proteína relacionada con la formación ectópica de hueso debido 
a su alta expresión en pacientes con alto riesgo de padecer OHN, así como a su 
capacidad de reproducir parcialmente los efectos observados por los astrocitos 
y los nervios periféricos sobre los procesos de osteoblastogénesis y 
adipogénesis. Finalmente, se han conseguido revertir parcialmente los efectos 
sobre el anabolismo óseo e inflamación inducidos por los factores liberados por 
los astrocitos y los EN en los osteoblastos mediante el uso de una terapia 
preventiva frente a la OH patentada por nuestro grupo de investigación. 
   La OHN es una enfermedad que se caracteriza por la formación de hueso 
laminar maduro en tejidos blandos extra-esqueléticos, cuya etiología permanece 
a día de hoy desconocida (40–44). Sin embargo, se han postulado diferentes 
factores de riesgo para padecer esta enfermedad, entre los cuales destacan haber 
sufrido un TCE o una lesión medular (40,43,46). Acorde con esto, en los 
últimos años se han acumulado evidencias científicas que sostienen un posible 
papel de los factores humorales con origen en el SNC y SNP como responsables 
del crecimiento de hueso anómalo (40,41,62–68,42,43,46–49,57,61). Ante esta 
situación, y con la finalidad de identificar algún factor responsable de esta 
enfermedad, nos propusimos determinar la capacidad osteoinductiva de los 
astrocitos, EN, CEN y sueros de pacientes con mayor o menor riesgo de 
padecer OH; así como proceder con la caracterización proteómica de estas 
muestras. Por otra parte, a día de hoy no existe una terapia efectiva que permita 
prevenir la aparición de la OH, por lo que urge investigar nuevas terapias para 
abordar esta enfermedad. Por ello, se ha testado la TT como una potencial 
terapia preventiva frente a esta patología en los modelos de OHN desarrollados 
in vitro.  
   Como se ha mencionado previamente, las lesiones que afectan al SNC se 
consideran factores de riesgo vinculados a la formación ectópica de hueso. De 
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hecho, se ha descrito la presencia de factores anabólicos en el líquido 
cefalorraquídeo de pacientes que sufrieron este tipo de daños (48,49,61–64). 
Estos datos concuerdan con las correlaciones observadas entre el proteoma 
sérico de pacientes en riesgo de padecer OHN y sus efectos anabólicos sobre 
cultivos de osteoblastos. Concretamente, pudimos observar cómo los pacientes 
con elevado riesgo de padecer OHN, aquellos que sufrieron el doble 
traumatismo, tenían un proteoma sérico con un mayor número de correlaciones 
con los marcadores anabólicos óseos inducidos en los cultivos de osteoblastos. 
   En la actualidad no existe ningún modelo in vitro que permita el estudio de la 
OHN. Por este motivo, hemos desarrollado un modelo de OHN basado en el 
cocultivo de astrocitos y osteoblastos. La selección de estas células gliales como 
potenciales células implicadas en el desarrollo de la OHN se basó en su 
procedencia, un glioblastoma humano de grado IV (línea celular CCF-STTG1), 
así como en las múltiples implicaciones de las mismas en procesos fisiológicos 
y fisiopatológicos en respuesta a un daño neurológico (1,5,9,17,18). En 
concreto, la selección de estas células se centró en la estrecha similitud entre los 
procesos tempranos de astrogliosis derivados de un daño nervioso y los 
glioblastomas, semejanzas que dificultan el diagnóstico diferencial entre ambas 
alteraciones y que a menudo conllevan al establecimiento de un diagnóstico 
erróneo (90–92). En este sentido, cabe destacar que existen evidencias que 
señalan a los astrocitos reactivos como responsables de la liberación de factores 
relacionados con el anabolismo óseo que, a su vez, se relacionan con 
calcificaciones ectópicas (93).  
   Una vez establecido el modelo de OHN in vitro, procedimos con su estudio y 
validación. Se ha descrito que, en la formación de hueso ectópico, se produce 
una coexistencia y convergencia entre los procesos anabólicos e inflamatorios 
(40–44,47,48,52,53,57), los cuales se vieron incrementados en el modelo in vitro 
de OHN desarrollado.  
   Por una parte, este modelo fue capaz de reproducir algunas de las alteraciones 
características de esta patología que atañen al anabolismo óseo, entre las cuales 
destacan el incremento de la expresión génica de los marcadores óseos BMP2 
(40–44,47,52,94), BMP4 (40–44,47,52,94), SPP1 (40–44,47,52) y GPNMB (93). 
Asimismo, cabe destacar el aumento de CD44, receptor de SPP1 (95,96), 
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marcador crucial en los procesos formadores de hueso (97). De este modo, este 
modelo no solo permitió observar el incremento en la expresión de SPP1, sino 
que también la expresión génica de su receptor, lo que podría incrementar su 
señalización y promover un mayor efecto de SPP1 y, por extensión, una mayor 
formación anómala de hueso.  
   Diversos estudios han puesto de manifiesto el incremento de la PDPN, un 
marcador osteocítico temprano, en las zonas limítrofes de algunos tipos de 
calcificaciones cerebrales y de vasos sanguíneos (93,98,99). En concreto, a nivel 
intracraneal, se ha probado la presencia de astrocitos reactivos, así como un 
aumento en la expresión de este gen, en las zonas circunscritas a las 
calcificaciones (93,100). Refrendando el valor de nuestro modelo, en el presente 
estudio también se observó la capacidad de los factores secretados por los 
astrocitos para promover cambios morfológicos semejantes a los osteocitos en 
los osteoblastos, incrementándose además en estos la expresión génica de 
PDPN (93). Estos datos sugieren que la disrupción de la BHE producida tras 
un TCE podría facilitar la transferencia de este proceso de calcificación 
observado a nivel intacraneal en estructuras periféricas.  
   Asimismo, se ha descrito el incremento de las BMPs como principales 
moléculas implicadas en la OH, tanto en las formas congénitas de la enfermedad 
como en las adquiridas (40–44,47,52,94), así como la interacción de las mismas 
con la vía WNT, principal vía anabólica del hueso y esencial para promover la 
maduración de los condrocitos y osteoblastos (94). En este sentido cabe 
destacar que este modelo no solo permitió observar el aumento de la expresión 
de las BMPs, sino que también facilitó la observación de la activación de la vía 
WNT, lo que se demuestra mediante el aumento de AXIN2 y la inhibición de 
los antagonistas de la misma SOST y DKK1, hechos que avalan el potencial 
anabólico de los astrocitos sobre los osteoblastos y la efectividad de nuestro 
modelo in vitro para el estudio de la OHN.  
   Por otra parte, se ha descrito el rol de los procesos inflamatorios mediados 
por el sistema inmune innato y adaptativo en la fisiopatología de la OH 
(40,60,101–103). En este estudio se evidenció mediante proteómica la 
activación de rutas relacionadas con ambos tipos de inmunidad en los pacientes 
en alto riesgo de padecer OH debido a la concomitancia de un TCE y una FHL. 



Discusión 

  

133 

Asimismo, evidenciando el papel de la inflamación en los procesos de daño 
central y su efecto en el metabolismo óseo, los resultados obtenidos en este 
estudio evidenciaron un incremento de las citoquinas inflamatorias IL6, VCAM 
y CCL2 en los osteoblastos estimulados con el MCA. Cabe señalar que estas 
citoquinas han sido relacionadas con la OH en diversos estudios (104–107).  
   En relación con las respuestas inflamatorias asociadas a la etiopatogenia de la 
OH destacan las mediadas por el eje monocito-macrófago y mastocitos 
(104,105,108,109). Se ha demostrado que, al producirse un daño en el 
organismo, los monocitos circulantes infiltran el lugar de la lesión, lo que 
promueve su transición a macrófagos. Los macrófagos, a su vez se polarizan 
para liberar un amplio espectro de mediadores inflamatorios entre los cuales 

destacan la IL1b y diversos agonistas del TLR4 (104,105,108,109). Estas 
respuestas favorecen la activación de los mastocitos, células mediadoras de las 
respuestas inmunes. En el contexto de la OH, la activación de estas células se 
ha relacionado con el reclutamiento de monocitos y osteoprogenitores, 
contribuyendo de este modo a la formación de hueso ectópico 
(104,105,108,109). En relación con esto, es bien conocido el papel que 

desempeñan la IL1b y los agonistas del TLR4 en la mediación de las respuestas 
inmunes innatas a través de sus respectivos receptores IL1-R1 y TLR4, los 
cuales a su vez comparten sus rutas de señalización a través de MyD88 (110–
112).  
   Para tratar de esclarecer el papel de la inmunidad innata en nuestro modelo in 
vitro, los osteoblastos fueron diferenciados con el MCA y estimulados en 

presencia o ausencia de IL1b y LPS (agonista del TLR4). La adición de IL1b 
como estímulo inflamatorio externo potenció los efectos inflamatorios 
previamente observados e indujo la expresión de los marcadores relacionados 
con el metabolismo óseo BMP2 y LIF. En relación con esto, estudios realizados 
en modelos animales han puesto de manifiesto la implicación de LIF en el 
desarrollo de masas óseas excesivas y calcificaciones ectópicas (113,114), ya que 
actúa como promotor de la osteoblastogénesis e inhibidor de la adipogénesis y 
debido a su implicación en los procesos de reparación ante un daño tisular 
(113,115–118). Estos datos verifican el rol de la inflamación en la potenciación 
de marcadores anabólicos claves relacionados con el metabolismo óseo, y su 
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posible relación con la formación ectópica de hueso (35,40,48,57). Por el 
contrario, el efecto de la estimulación con el LPS no modificó ninguno de los 
genes estudiados, lo cual sugiere que el proceso inflamatorio desencadenado 
por el MCA es independiente de MyD88. 
   Recientemente se ha vinculado el daño en el SN con el desarrollo de la OH 
(16,48,52,54,55,57,60). Para tratar de mimetizar la aberrante comunicación 
entre el SNC, el SNP y las células precursoras osteoblásticas subyacente a un 
TCE y a una FHL, se llevaron a cabo cocultivos de osteoblastos y EN o CEN, 
en presencia o ausencia del MCA. Los resultados obtenidos confirmaron la 
potencial implicación de ambos SNs (SNC y SNP) en la modulación del 
metabolismo óseo tras producirse el incremento en la expresión de los genes 
relacionados con el anabolismo óseo y la inflamación en los cocultivos de 
SaOS2 con los EN y las CEN. Cabe destacar que estos efectos fueron 
semejantes a los observados tras la estimulación de los osteoblastos con el 
MCA. Sin embargo, se observaron resultados opuestos en los cocultivos de los 
EN en comparación con el MCA en cuanto a la expresión de los genes BMP4, 
GPNMB, RANKL y el ratio RANKL/OPG. En concreto, la coexistencia de los 
EN y los osteoblastos redujo la expresión de BMP4 y GPNMB, e incrementó la 
expresión de RANKL y el ratio RANKL/OPG. Sin embargo, cuando los 
cocultivos de EN y osteoblastos se estimularon con el MCA, se incrementó la 
expresión basal de BMP4, mientras que el ratio RANKL/OPG se reguló a la 
baja, demostrando el potente efecto anabólico de los factores liberados por los 
astrocitos sobre el metabolismo óseo (119–121), siendo incluso capaces de 
modular las respuestas producidas por estructuras periféricas. Además, en 
nuestro modelo de OH con componente nervioso central y periférico se 
demostró la sinergia de ambos SNs para incrementar la expresión de SPP1, LIF 
y CCL2, marcadores íntimamente relacionados con la OH 
(40,41,107,113,114,42–44,47,52,104–106).  
   Grosso modo, a pesar de las pequeñas idiosincrasias entre los modelos de 
cocultivos de osteoblastos y el MCA o los EN, cuando ambos modelos 
coexistieron, se observó una modulación entre ambos componentes con una 
clara tendencia a incrementar los genes anabólicos e inflamatorios estudiados, 
lo que coincide con lo descrito en la literatura acerca de la implicación del SNC 
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y SNP en el metabolismo óseo promoviendo la OH (16,48,60–65,49–52,54–
57). Asimismo, los cocultivos de osteoblastos y las CEN incrementaron, aunque 
en menor medida que los EN, la expresión de SPP1 y VCAM. El hecho de que 
las CEN no indujeran grandes cambios transcriptómicos podría ser debido a la 
diferencia en el número de células que componen los EN y las CEN sembradas 
en este modelo experimental. De este modo, la disminución de la densidad 
celular se relacionaría con una menor celeridad de las mismas para modificar 
los marcadores óseos e inflamatorios estudiados en un período de tres días. Sin 
embargo, este hallazgo no debería ser subestimado puesto que se ha descrito la 
capacidad migratoria de las células nerviosas al torrente sanguíneo en zonas 
dónde se desarrolla la OH (56,70,71). Partiendo de esta premisa, la migración 
de estas células las dotaría de la capacidad para reproducir parcialmente el 
fenotipo de los EN descrito en este trabajo y, consecuentemente, potenciar la 
formación de hueso anómalo en los tejidos periféricos diana.    
   Por otra parte, los cocultivos de osteoblastos con el MCA y los EN redujeron 
la expresión de los genes adipogénicos esenciales, incrementaron la expresión 
de los genes anabólicos e inflamatorios, así como la proliferación de las MSCs 
en el modelo de diferenciación de las mismas a adipocito. Estos datos resaltan 
la capacidad moduladora conjunta de los factores liberados por los astrocitos y 
los EN sobre el equilibrio entre la osteoblastogénesis y la adipogénesis, en 
detrimento de la adipogénesis. La única discordancia observada entre ambos 
modelos fue el incremento de PLIN2 en las MSCs diferenciadas con el MCEN, 
hecho que podría coincidir con un mecanismo compensatorio al reducirse los 
demás genes relacionados con el metabolismo adipogénico, incluyendo 
PPARG, gen considerado como el regulador maestro de la adipogénesis (122). 
La disminución de los genes adipogénicos y el aumento en la expresión de los 
genes anabólicos e inflamatorios en las MSCs diferenciadas a adipocito 
reproduce y concuerda con lo descrito para algunas variantes de OH congénita, 
en las cuales la osificación dérmica superficial y la formación de novo de placas 
ectópicas en la piel y en la grasa subcutánea se considera una característica 
resaltable (123–127).  
   Párrafos afectados por la protección de derechos.  
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   Finalmente, en esta tesis doctoral se estudió el uso de la TT, compuesta por 
dexametasona, indometacina y pioglitazona, como plausible abordaje 
terapéutico frente a la OHN debido a la capacidad anti-anabólica que presenta 
este cóctel de fármacos (128–134). Estudios previos realizados en nuestro 
grupo han demostrado la efectividad de esta terapia para alterar el balance 
osteoblastogénesis-adipogénesis in vitro a favor de la adipogénesis, así como la 
capacidad de la misma para reducir los marcadores anabólicos séricos en un 
caso de HOP pediátrico. Por ello, se testó la TT en los modelos de OHN in 
vitro (cultivos de osteoblastos con los MCA o MCEN), confirmándose su 
eficacia para reducir en los osteoblastos genes esenciales relacionados con el 
metabolismo óseo e inflamatorio, entre los cuales destacan SPP1, BMP4, LIF, 
GPNMB y CCL2 (40,41,105–107,113,114,42–44,47,52,93,94,104). En este 
trabajo, la TT indujo la expresión de RUNX2 y BMP2 en los osteoblastos 
estimulados con el MCEN durante tres días, hecho no observable en los 
osteoblastos tratados con el MCA. Aunque en principio estos hallazgos podrían 
sugerir un efecto contrario de la TT ante un daño nervioso periférico, se ha 
descrito en la literatura la inducción de RUNX2 como un fenómeno transitorio 
de esta terapia (135–138).  
   En relación con esto, cabe destacar que los efectos de la TT fueron 
observados a tres días de diferenciación osteoblástica, lo que podría explicar los 
resultados obtenidos al tratarse de un corto período de tiempo susceptible de 
desencadenar mecanismos compensatorios debido al fuerte impacto de esta 
terapia en los demás genes anabólicos estudiados. Además, el hecho de que 
estos incrementos no se observen en los osteoblastos diferenciados con el 
MCA, cuyos efectos fueron más potentes que los observados en los MCEN, 
confirma la posibilidad de tratarse de un efecto circunscrito a este tiempo y 
modelo de diferenciación en concreto. Asimismo, cabe destacar que la 
incidencia de la OHN incrementa ante la coexistencia de una lesión nerviosa 
central y periférica, siendo prácticamente inexistente cuando solo sucede la 
lesión periférica (40,43,46,57). En nuestros estudios hemos demostrado una 
mayor contribución del SNC en la inducción de los genes anabólicos 
involucrados con la diferenciación osteoblástica. Teniendo esto en cuenta, 
cabría esperar que ante una concomitancia de una lesión central y periférica, las 
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acciones tan abrumadoras de la TT sobre los efectos del SNC dominen y sean 
suficientes para bloquear el desarrollo de una masa ectópica ósea.   
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CONCLUSIONES 

 

• El cocultivo de astrocitos y osteoblastos proporciona un modelo in 
vitro válido para el estudio de la OHN.  

• Los factores derivados de los astrocitos y los EN presentan un 
potencial osteoformador, proinflamatorio y anti-adipogénico 
capaces de potenciar el proceso de osteoblastogénesis.  

• La presencia de un ambiente inflamatorio promovido por la IL1b 
potencia los marcadores inflamatorios y anabólicos relacionados con 
la etiopatogenia de la OH.  

• La potenciación de los marcadores inflamatorios y anabólicos claves 
para el desarrollo de la OH en respuesta a un estímulo inflamatorio 
externo se produce de manera independiente de MyD88.  

• Los pacientes en alto riesgo de padecer OH presentan un mayor 
potencial osteoinductivo sérico en relación a los de menor riesgo.  

• Conclusión afectada por la protección de derechos.  
• La TT, compuesta por dexametasona, indometacina y pioglitazona, 

se postula como una terapia preventiva efectiva frente a la OHN al 
reducir en los osteoblastos los marcadores anabólicos e inflamatorios 
desencadenados por los factores liberados por los astrocitos y los 
EN. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 



Conclusiones 

  

141 

 
CONCLUSIONS 

 
• The co-culture of astrocytes and osteoblasts provides a valid in vitro 

model for the study of OHN.  
• Astrocyte and EN-derived factors present an osteoforming, pro-

inflammatory and anti-adipogenic effect able to potentiate 
osteoblastogenesis.   

• The presence of an inflammatory environment promoted by IL1b 
enhances the inflammatory and anabolic markers related to the 
etiopathogenesis of OH.  

• The potentiation of the key inflammatory and anabolic markers for 
the development of OH in response to an external inflammatory 
stimulus occurs in a MyD88-independent manner. 

• Patients at high risk of developing OH have higher serum 
osteoinductive potential compared to those at low risk.  

•  Conclusion affected by the protection of rights. 
• The TT, composed of dexamethasone, indomethacin, and 

pioglitazone, is postulated as an effective preventive therapy against 
OHN by reducing the anabolic and inflammatory markers in 
osteoblasts triggered by astrocyte and EN-released factors.  
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ANEXO III: LISTADO DE PROTEÍNAS 

 
Medio Código Acrónimo Definición 

 
 

MCA 

- - Afectada por la protección de 
derechos 

P12109 COL61A Colágeno tipo VI 

P02771 AFP Fetoproteína alfa 
P05546 SERPIND1 Miembro 1 de la familia D de las 

serpinas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MCEN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Q9UH99 SUN2 Proteína 2 con dominio SUN 
P01033 TIMP1 Inhibidor tisular de 

metaloproteinasas 1 
Q15365 PCBP1 Proteína de unión a poly(rC) 1 
Q8NHW5 RPLP0P6 Proteína similar a la subunidad P0 

de la subunidad ribosómica 60S 
P01714 IGLV3-19 Región variable 3-19 de la cadena 

ligera de la inmunoglobulina 
P07339 CTSD Catepsina D 
P01766 IGHV3-13 Región variable 3-13 de la cadena 

pesada de la inmunoglobulina 
- - Afectada por la protección de 

derechos 
P05164 MPO Mieloperoxidasa 
P07358 C8B Cadena beta del compuesto C8 del 

complemento 
O14818 PSMA7 Subunidad alfa 7 del proteasoma 

20S 
Q9UJU6 DBNL Proteína tipo debrina 
P29401 TKT Transcelotasa 
P0DOX5 IGG1 Cadena pesada gamma 1de la 

inmunoglobulina 
P63104 YWHAZ Proteína 14-3-3 zeda/delta 
P08697 SERPINF2 Miembro 2 de la familia F de las 

serpinas  



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MCEN 
 

 
O95497 VNN1 Molécula no inflamatoria vascular 1 
P62937 PPIA Peptidilprolil isomerasa A 
P50990 CCT8 Subunidad zeta de la proteína 1 del 

complejo T 
P07355 ANXA2 Anexina A2 
P01591 JCHAIN Cadena de unión de IgA e IgM 

multiméricas 
P23284 PPIB Peptidilprolil isomerasa B 
Q9H0U4 RAB1B Poteína relacionada con Ras Rab-

1B 
P13796 LCP1 Proteína citosólica de linfocitos 1 
P02654 APOC1 Apolipoproteína C1 
P52363 UL87 Proteína UL87 
Q96PD5 PGLYRP2 Proteína de reconocimiento de 

peptidoglicano 2 
P35579 MYH9 Cadena pesada de la miosina 9 
P52209 PGD Fosfogluconato deshidrogenasa 
Q9NZN3 EHD3 Proteína con dominio EH 3 
Q13576 IQGAP2 Proteína con dominio IQ similar al 

activador de la GTPasa Ras 
Q15942 ZYX Zixina 
P55072 VCP ATPasa del retículo endoplasmático 

transicional 
 
 

 
  

Medio Código Acrónimo Definición 
 



  
  

 

 
ANEXO IV: LISTADO DE ABREVIATURAS 

 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario 
AINEs Antiinflamatorios no esteroideos 
ALP  Fosfatasa alcalina 
ARN Ácido ribonucleico 
bFGF  Factor básico de crecimiento de fibroblastos 
BHE  Barrera hematoencefálica 
BHN  Barrera hematonerviosa 
BMPs  Proteínas morfogénicas óseas 
CEBP  Proteína de unión al potenciador CCAAT 
CEN Células procedentes de los explantes nerviosos 
CGRP Péptido relacionado con el gen de la calcitonina 
DKK1  Dickkopf 1 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
EN Explantes nerviosos 
FBS Suero fetal bovino 
FDR Tasa de descubrimientos falsos 
FGFs  Factores de crecimiento fibroblásticos 
FHL Fractura de hueso largo 
FOP Fibrodisplasia osificante progresiva 
GDNF  Factor neurotrófico derivado de la glía 
GH  Hormona de crecimiento 
GSK3b  Glucógeno-sintasa-quinasa 3 
HIF Factores inducibles por la hipoxia 
HOP Heteroplasia ósea progresiva 
IGFs  Factores de crecimiento insulínico 
Ihh  Indian hedgehog 
IL1  Interleuquina 1 
IL1b  Interleuquina 1 beta 
IL6  Interleuquina 6 
ITIH4 Inter-alfa-tripsina de cadena pesada 4 
LPS Lipopolisacárido 
MCA Medio condicionado por los astrocitos 



 
 

 

MCEN Medio condicionado por los explantes nerviosos 
MCP1 o CCL2  Proteína quimiotáctica de monocitos 1 
MCSF Factor estimulante de colonias 1 
MD Medio de diferenciación de SaOS2 
MMP13  Metaloproteinasa de matriz 13 
MMPs  Metaloproteinasas de matriz 
MN Medio de nervio 
MSCs  Células madre mesenquimales 
mTOR Diana de rapamicina en células de mamífero 
MTT Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenilte-trazol 
OH Osificación heterotópica 
OHN Osificación heterotópica neurogénica 
OPG  Osteoprotegerina 
PBS Tampón fosfato salino 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
PPARG  Receptor gamma activado por el proliferador del 

peroxisoma 
PTH  Hormona paratiroidea 
RANKL  Ligando del factor nuclear kappa B 
RT Retrotranscripción  
RUNX2 Factor de transcripción relacionado con RUNT tipo 2 
SDS Dodecil sulfato sódico 
SN   Sistema Nervioso 
SNC  Sistema Nervioso Central 
SNP  Sistema Nervioso Periférico 
SOST  Esclerostina 
SOX9 Factor de transcripción de la región determinante del sexo 

Y-box-9 
SPP1  Osteopontina 
TCE Traumatismo craneoencefálico 
TGFb  Factor de crecimiento transformante beta 
TLR4 Receptor tipo Toll 4 
TNF  Factor de necrosis tumoral 
TNFa  Factor de necrosis tumoral alfa 
TT Triterapia 
VEGF  Factor de crecimiento endotelial vascular 
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Título: Búsqueda de factores solubles implicados en la osificación heterotópica asociada al 
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La osificación heterotópica (OH) es la formación de hueso 
laminar maduro en tejidos blandos extraesqueléticos. Existen 
dos variantes de OH: la congénita y la adquirida. Dentro de la 
modalidad adquirida destaca la OH neurogénica (OHN), la 
cual se desarrolla tras un traumatismo que afecta al Sistema 
Nervioso Central asociado a una fractura de hueso largo. 
Clínicamente, no existe ningún signo patognomónico que 
permita establecer el diagnóstico temprano de la patología. 
Además, los abordajes terapéuticos actuales son poco efectivos, 
sujetos a efectos adversos y no aptos para todo tipo 
de población. Por ello, en esta tesis doctoral se investigan los 
mecanismos subyacentes a la OHN, así como posibles 
herramientas terapéuticas para su abordaje.


	Regulación fisiológica y fisiopatológica de la diferenciación osteoblástica: osificación heterotópica
	RESUMEN
	ABSTRACT
	ÍNDICE
	INTRODUCCIÓN
	FISIOLOGÍA NERVIOSA
	1. EL SISTEMA NERVIOSO
	2. CLASIFICACIÓN DEL SN
	2.1. El SN Central
	2.1.1. Las meninges
	2.1.2. La BHE

	2.2. El SN Periférico
	2.2.1. La BHN


	3. COMPOSICIÓN DEL SN
	3.1. Las neuronas
	3.1.1.Tipos de neuronas

	3.2. Las células gliales
	3.2.1.Tipos de células gliales
	3.2.1.1. La glía del SNC
	3.2.1.2. La glía del SNP




	FISIOLOGÍA ÓSEA
	1. EL HUESO
	2. CLASIFICACIÓN DE LOS TIPOS DE HUESO
	3. COMPOSICIÓN DEL HUESO
	3.1. Células
	3.1.1. Osteoblastos
	3.1.2. Osteocitos
	3.1.3. Osteoclastos
	3.1.4. Células de revestimiento óseo

	3.2. Matriz ósea
	3.2.1. Matriz orgánica
	3.2.2 Matriz inorgánica


	4. EL PROCESO DE OSIFICACIÓN
	4.1. Tipos de osificación
	4.1.1. Osificación intramembranosa
	4.1.2. Osificación endocondral
	4.1.3. Osificación en la consolidación de fracturas


	5. EL METABOLISMO DEL HUESO
	5.1. Modelado y remodelado óseos
	5.1.1. La vía Wnt



	PATOLOGÍA DEL HUESO Y DEL SN: LA OH
	1. LA OH
	1.1. Fisiopatología de la OH
	1.1.1. El factor desencadenante
	1.1.2. La existencia de precursores osteoblásticos
	1.1.3. La presencia de un ambiente promotor de la osteoblastogénesis

	1.2. Etapas en la formación del hueso ectópico

	2. CLASIFICACIÓN DE LA OH
	2.1. Clasificación de la OH según la extensión y localización de la masa ósea
	2.2. Clasificación de la OH según su etiología
	2.2.1. OH congénita
	2.2.2. OH adquirida
	2.2.2.1. La OHN



	3. ABORDAJE TERAPÉUTICO DE LA OH
	3.1. Profiláctico
	3.1.1. Antiinflamatorios no esteroideos
	3.1.2. Bifosfonatos
	3.1.3. Radioterapia
	3.1.4. Otras terapias

	3.2. Tratamiento
	3.2.1. Fisioterapia
	3.2.2. Fármacos
	3.2.3. Resección quirúrgica de las masas óseas heterotópicas




	ANTECEDENTES, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	ANTECEDENTES E HIPÓTESIS
	OBJETIVOS

	MATERIAL Y MÉTODOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	1. MUESTRAS SANGUÍNEAS
	1.1. Obtención de suero y plasma de pacientes
	1.1.1. Selección muestral
	1.1.2. Obtención del suero y plasma de las muestras sanguíneas


	2. CULTIVOS CELULARES
	2.1. Línea celular CCF-STTG1
	2.2. Línea celular SaOS2
	2.3. Línea celular C3H10T1/2
	2.4. Línea celular ATDC5
	2.5. Aislamiento y cultivo primario de células procedentes de nervio periférico

	3. DIFERENCIACIÓN CELULAR
	4. COCULTIVOS CELULARES
	4.1. Cocultivos celulares de CCF-STTG1 y SaOS2
	4.2. Cocultivos celulares de explantes nerviosos y SaOS2
	4.3. Cocultivos celulares de células procedentes de los explantes nerviosos y SaOS2

	5. CULTIVOS CELULARES CON MEDIOS CONDICIONADOS
	5.1. Obtención de los medios condicionados
	5.1.1. Medios condicionados por los astrocitos
	5.1.2. Medios condicionados por los explantes nerviosos

	5.2. Cultivos celulares con los medios condicionados
	5.2.1. Cultivos celulares con los medios condicionados por los astrocitos
	5.2.1.1. Cultivos celulares de SaOS2 y C3H10T1/2 con el medio condicionado por los astrocitos
	5.2.1.2. Cocultivos celulares de explantes nerviosos, células procedentes de los explantes nerviosos y SaOS2 estimulados con el medio condicionado por los astrocitos

	5.2.2. Cultivos celulares con los medios condicionados por los explantes nerviosos


	6. TRATAMIENTOS
	6.1. Tratamientos con estímulos inflamatorios
	6.2. Apartado afectado por la protección de derechos
	6.3. Triterapia

	7. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR
	7.1. Estudio de la viabilidad celular mediante la cuantificación del ácido ribonucleico y contaje celular
	7.2. Estudio de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT

	8. TINCIONES
	8.1. Tinción del citoesqueleto y núcleo celular in vivo
	8.2. Tinción rojo de aceite O

	9. AISLAMIENTO DEL ARN
	10. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA
	10.1. Retrotranscripción
	10.2. Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real
	10.2.1. Cuantificación relativa
	10.2.2. Controles de calidad


	11. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN PROTEICA
	11.1. Western Blot
	11.2. Estudios de proteómica

	12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	13. LISTADO DE LÍNEAS CELULARES, ANTICUERPOS Y REACTIVOS


	RESULTADOS
	RESULTADOS
	1. EFECTO DE LOS ASTROCITOS EN LA OSTEOBLASTOGÉNESIS
	1.1. Estudio del efecto anabólico de los astrocitos sobre los osteoblastos
	1.2. Determinación del efecto inflamatorio del medio condicionado por los astrocitos sobre los osteoblastos
	1.3. Determinación de los cambios morfológicos celulares inducidos por el medio condicionado por los astrocitos

	2. EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO POR LOS ASTROCITOS EN LA ADIPOGÉNESIS
	3. EFECTO DE LOS EXPLANTES NERVIOSOS EN LA OSTEOBLASTOGÉNESIS
	4. EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO POR LOS EXPLANTES NERVIOSOS EN LA ADIPOGÉNESIS
	5. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCIÓN DE DERECHOS
	6. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCIÓN DE DERECHOS
	7. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCIÓN DE DERECHOS
	8. USO DE LA TRITERAPIA COMO TERAPIA PREVENTIVA FRENTE A LA OHN


	DISCUSIÓN
	DISCUSIÓN

	CONCLUSIONES/CONCLUSIONS
	CONCLUSIONES
	CONCLUSIONS

	ANEXOS
	ANEXO I: ÍNDICE DE FIGURAS
	ANEXO II: ÍNDICE DE TABLAS
	ANEXO III: LISTADO DE PROTEÍNAS
	ANEXO IV: LISTADO DE ABREVIATURAS
	ANEXO V: DICTAMEN DEL COMITÉ DE ÉTICA

	BIBLIOGRAFÍA


