R MM

Revista de Osteoporosis
y Metabolismo Mineral

Modulacion osteogénica
mediante estimulacion eléctrica:
estudio in vitro en osteoblastos
humanos

10.20960/RevOsteoporosMetabMiner.00118

04/14/2026



OR 00118

Modulacion osteogénica mediante estimulacion eléctrica:

estudio in vitro en osteoblastos humanos

Elena Ferndndez-Diaz!, JesUs Bocio?, Daniel Martin®*¢, M.2 Angeles
Vazquez*s, Pedro Chacén’?, Miguel Colmenero®, Miguel Angel Rico?,

Alberto Yufera®®, M.2 José Montoya-Garcia*®, Merce Giner'”

'Departamento de Citologia e Histologia Normal y Patoldgica.
Universidad de Sevilla. Sevilla. ?FISEVI. Hospital Universitario Virgen
Macarena. Sevilla. ‘ZInstituto de Microelectrénica de Sevilla -
Universidad de Sevilla (IMSE-US). Sevilla. “Departamento de Medicina.
Universidad de Sevilla. Sevilla. "UGC de Medicina Interna. Hospital
Universitario Virgen Macarena. Sevilla. ®Departamento de Tecnologia
Electréonica. Universidad de Sevilla. Sevilla. ’Departamento de
Ciencias de la Salud y Biomédicas. Universidad Loyola Andalucia. Dos
Hermanas, Sevilla. 8Laboratorio de Inmunologia y Alergia-FISEVI. UGC

de Alergologia. Hospital Universitario Virgen Macarena. Sevilla

Recibido: 05/02/2026

Aceptado: 07/04/2026

Correspondencia: JesUs Bocio. Departamento de Citologia e Histologia
Normal y Patoldgica. citologia e histologia Normal y Patoldgica.
Universidad de Sevilla. Avda. de Sanchez Pizjuan, s/n. 41009 Seuvilla

e-mail: jbocio@us.es

Financiacion: estudio financiado por el programa PAIDI 2018:
Proyectos I1+D+i de la Junta de Andalucia (Consejeria de Economia y
Conocimiento), P18-FR-2308.

Consideraciones éticas: el estudio se aprobd por el CEIm Provincial de
Sevilla (SICEIA-2024-001743).



Conflicto de intereses: los autores declaran no tener conflicto de
interés.

Inteligencia artificial: los autores declaran no haber usado inteligencia
artificial (IA) ni ninguna herramienta que use IA para la redaccion del
articulo.

RESUMEN

Introduccion: la estimulacion eléctrica (EE) se ha consolidado como
una herramienta prometedora en medicina regenerativa por su
capacidad de modular procesos celulares clave. En el tejido 6seo, la
EE puede favorecer proliferacion, diferenciacion y sintesis de matriz
extracelular.

Hipdtesis y objetivo: la aplicacion de corriente alterna a baja
frecuencia modula “de manera dependiente del voltaje” Ia
proliferacién, maduracién y morfologia de hOB procedentes de
biopsias humanas. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la
EE alterna sobre la proliferacion, actividad osteogénica (ALP y OCN) y
caracteristicas morfolégicas de hOB en cultivo.

Material y métodos: a partir de biopsias tibiales de cuatro
pacientes se obtuvieron cultivos primarios de hOB. Tras su expansion,
se sometieron a EE (0, 500 o 750 mV) durante 10 dias, 3 h/dia. Se
evalué proliferacién mediante recuento nuclear, actividad de ALP,
sintesis de osteocalcina (OCN) por inmunofluorescencia y morfologia
celular tras transfeccién con pmCherry. El andlisis estadistico incluyé
analisis de normalidad sequido de tStudent y ANOVA para variables
paramétricas y Kruskall-Wallis ANOVA en rangos, para variables no
paramétricas.

Resultados: la proliferacién aumenté significativamente a 500 mV,
mientras que 750 mV mostré valores similares al control. La actividad
ALP aumenté progresivamente en ambos voltajes, alcanzando valores

maximos a dia 10. La expresion de OCN fue significativamente



superior a 500 mV. Morfolégicamente, 500 mV incrementd el area
celular sin cambios relevantes en nUmero o longitud de
pseudofilopodios.

Conclusion: la EE alterna a 10 Hz y 500 mV favorece la proliferacién
y la maduracién osteoblastica. Los resultados indican que 500 mV
constituye la condicion mas adecuada para promover una respuesta

osteogénica equilibrada en hOB.
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INTRODUCCION

La medicina regenerativa es un campo interdisciplinario que tiene
como objetivo reparar o sustituir tejidos y érganos comprometidos
para restablecer sus funciones fisioldgicas. Dentro de este campo, la
estimulaciéon eléctrica (EE) ha surgido como wuna modalidad
terapéutica significativa, reconocida por su capacidad para modular
diferentes procesos biolégicos tanto a nivel celular como tisular (1,2).
La generacidon de un tejido funcional mediante ingenieria tisular y la
aplicacién de estimulaciéon eléctrica, tiene un gran impacto en
diversas areas de la medicina regenerativa, asi como la correccién de
defectos 6seos mediante la produccién de osteoblastos (OB)
funcionales (3). Las células osteoblasticas, ampliamente reconocidas
por su funcién en la formacién de tejido éseo, provienen de células
madre mesenquimales (MSC) presentes en el estroma de la médula
osea (4).

A lo largo del proceso de diferenciacién osteoblastica, estas células
van a ir expresando distintos genes, marcadores que indican el
estadio de maduracion de los osteoblastos. Al inicio, existe una etapa
de proliferacién en la que los pre-OB expresan entre otros genes,
RUNX2. Posteriormente, la transicion de pre-OB a OB maduros se
caracteriza por expresién de genes como osterix (OSX) y osteocalcina

(OCN), y un aumento en la actividad fosfatasa alcalina (ALP) para una



posterior sintesis de proteinas de la matriz 6sea, como es la OCN (5).
El proceso de sintesis de matriz é6sea extracelular por parte de los OB
ya maduros, se lleva a cabo mediante la deposicion de la matriz
inorganica y posterior mineralizacion, donde ALP y OCN desempefan
un papel fundamental (6). ALP es una enzima producida por los OB
gue participa en la mineralizacion 6sea al proporcionar el fosfato
inorganico necesario para la formacidén de hidroxiapatita, principal
componente mineral del hueso (7). Por otra parte, la OCN, se
considera un marcador especifico de la formacién ésea debido a su
sintesis exclusiva por los OB, ademds, su concentracién en sangre
refleja la actividad osteoblastica (8).

En la actualidad, existen diversas condiciones asociadas a la patologia
0sea que requieren soluciones en la practica clinica. Entre ellas, se
incluyen defectos significativos en el tejido d&seo, fracturas
traumaticas con mala consolidacién, resecciones de tumores,
desbridamientos de tejidos necréticos tanto sépticos como asépticos.
Asimismo, el incremento en los reemplazos protésicos, debido a
enfermedades d6seas degenerativas o metabdlicas, es cada vez mas
comun, especialmente en personas mayores en las que presentan
menor capacidad osteorregenerativa, sin garantizar de este modo,
una adecuada biomecanica futura (3).

Se ha evidenciado que la aplicacion de corrientes eléctricas en el
hueso produce un efecto eléctrico capaz de estimular la osteogénesis
(3). Actualmente, las investigaciones se orientan en el desarrollo de
sistemas conductores para la EE localizada, la aplicacion de la EE en
células madre, la utilizacion de diferentes biomateriales, Ia
optimizacion de los parametros de EE (frecuencia, amplitud, duracién)
para diferentes aplicaciones y el estudio de sus mecanismos de
acciéon a nivel celular y molecular (9). En su conjunto, la EE muestra
un gran potencial para avanzar en la regeneracién Oésea,
particularmente en casos desafiantes como grandes defectos 6seos y

la integracién de prétesis, debido a su capacidad para mejorar la



proliferacién celular, la diferenciacién y la remodelacion de tejidos,
particularmente, del tejido 6seo (10).

Diversos experimentos han demostrado que la EE tiene un efecto
positivo en procesos clave para la regeneracion 6sea como la
vascularizacion, condrogénesis, adhesidon celular o la modulacién de
la inflamacion (11). A nivel celular, se considera que los valores en el
rango de decenas o centenas de milivoltios (mV), son los adecuados
para inducir excitacién, y 6ptimos para activar las proteinas sensibles
al campo eléctrico, principalmente canales y receptores de
membrana.

El objetivo general de este trabajo es estudiar el papel de la
estimulaciéon eléctrica como modulador de la diferenciacion vy
maduraciéon de células osteoblasticas obtenidas a partir de biopsias

0seas humanas procedentes de artrodesis de rodilla.

MATERIAL Y METODOS

Diseno de estudio

Estudio experimental /in vitro de osteoblastos humanos primarios
(hOB) procedentes de biopsias dsea, sometiéndolos a

electroestimulacién mediante corriente alterna (Fig. 1A).

Sujetos de estudio

Los hOB se obtuvieron a partir de explantes de mesetas tibiales.
Dichos explantes se adquirieron durante intervenciones artoplasticas
de 4 pacientes que acudieron a la UGC de Traumatologia del Hospital
Universitario Virgen Macarena (HUVM), Sevilla. El estudio se aprobé
por el CEl Provincial de Sevilla (SICEIA-2024-001743).

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron informados vy
firmaron el consentimiento informado. No hubo pacientes excluidos
durante el procedimiento.

Los pacientes fueron seleccionados de acuerdo con los criterios de
exclusion e inclusion definidos en el estudio. Se incluyeron en el

estudio aquellos pacientes mayores de 50 afios, que hayan ingresado



para la implantacion de una protesis articular de rodilla por
cuestiones mecanicas y hayan firmado el consentimiento informado.
Se excluyeron aquellos que presentaron tratamientos crénicos con
corticoides orales durante un periodo mayor a 6 meses y con una
dosis = 7,5 mg/dia de prednisona o corticoide equivalente. También
se excluyeron los que habian recibido en los dltimos 5 afios
tratamiento para la osteoporosis, presentaban antecedentes de
inmovilizacién prolongada durante un periodo mayor a 6 meses o
sufrian enfermedades hepaticas, renales, endocrinas o hematoldgicas

con influencia sobre el metabolismo déseo o enfermedad tumoral.

Cultivo celular

A partir de biopsias 6seas de cuatro pacientes, se obtuvieron cuatro
cultivos celulares de explantes mediante disgregacién mecanica del
hueso trabecular, constituyendo cuatro réplicas bioldgicas
independientes para cada condicién experimental.

Tras lavarlos con PBS, fueron cultivados para obtener osteoblastos
humanos en medio DMEM (Medio Esencial Minimo - PanBiotec,
Alemania) suplementado con 15 % suero bovino fetal inactivado,
2 mM GlutaMAX i, 100 U/mL penicilina, 100 ug/mL estreptomicina
(Gibco, USA) y 2,5 pg/mL anfotericina-B (Cytiva, USA). A los 4 dias de
cultivo se cambidé este medio de crecimiento por medio osteogénico,
el cual incluyd: 50 ug/mL de B-glicerofosfato (Merck, Alemania), 10
mM de acido ascérbico (StemcCell Technologies, Canada) y 10 nM de
dexametasona (Sigma-Aldrich, Madrid). Se mantuvieron en el
incubador a una atmdsfera humificada al 95 % y 5 % de CO,. Cuando
las células alcanzaron un 80-85 % de confluencia, se efectud un pase
celular para aumentar el nimero de células y someterlas a las

diferentes condiciones de electroestimulacion.

Sistema de electroestimulacion
La electroestimulacion de los cuatro cultivos de hOB, se realizé

mediante un sistema que genera campos eléctricos a la vez que los



adapta y aplica a las células. Para poder realizar estas funciones, el
sistema posee 3 componentes  principales: monitorizacion,
electroestimulaciéon y funciones de control como el suministro de
energia. Todos los componentes estan acoplados a una placa del
circuito e interactian a través de una conexidon inalambrica
bidireccional, que permite conocer y modificar los parametros de
funcionamiento en cualquier momento del transcurso experimental
(10).

El sistema de electroestimulacion utilizado albergé 4 placas de
electrodos 8W10E+ (Applied Biophysics, Troy, NY, USA) de 8 pocillos
de 1 cm?cada uno, con 20 electrodos de oro de un didmetro de
250 um (10). La frecuencia aplicada fue de 10 Hz. El sistema de
electroestimulaciéon fue disefado en el Instituto de Microelectrénica
de la Universidad de Sevilla (grupo TIC-178) (Fig. 1B).

En este estudio, se aplicd corriente alterna con una frecuencia de
10 Hz, a un voltaje de 500 mV/mm o 750 mV/mm durante 10 dias, 3 h
diarias, ademas de una condicion control (0 mV). Se definié este
rango de voltaje y frecuencia debido a experimentos anteriores de
nuestro grupo de investigacién aun no publicados.

El sistema de electroestimulacion empleado permite trabajar en
condiciones compatibles con cultivos celulares estandar,
manteniendo las placas de cultivo en incubador (37 °C, 5% CO:2 y
humedad controlada). El sistema esta diseflado para mantener la

esterilidad durante la estimulacion.

Ensayo de actividad fosfatasa alcalina

Durante la estimulacién, se recogié el sobrenadante (SN) los dias 4,
7 y 10, y se congelaron a -80 °C para su posterior analisis.

La actividad ALP se determiné con el kit comercial Alkaline
Phosphatase Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK), y se midi6 mediante
un ensayo colorimétrico basado en la conversion de p-nitrofenilfosfato

(pNPP) a p-nitrofenol.



Se determind la absorbancia utilizando el lector de placas Infinity
200 Pro y los resultados obtenidos se analizaron y representaron

mediante GraphPad Prism.

Determinacion de osteocalcina

Para estudiar la maduracién de los hOB, se determiné la presencia de
OCN mediante inmunofluorescencia (IF).

Las células se fijaron con paraformaldehido al 4 %. El anticuerpo
primario utilizado fue anti-humano-OCN (R&D Systems, USA) y el
secundario Anti-mouse Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Spain).

Las células fueron visualizadas utilizando microscopio de
fluorescencia (Hamamatsu ORCA-03G) y se mididé la fluorescencia

mediante el software Image) (Softonic, Espana).

Transfeccion celular e inmunofluorescencia

Los hBO deben cultivarse a una densidad alta para asegurar la
supervivencia. La expansiéon de las células dificulta el anélisis
individual morfolégico. Para evitar este problema, realizamos la
transfeccién de los hOB, tras los 10 dias de cultivo, con vectores de
expresion de proteinas exdégenas fluorescentes. La baja eficiencia de
la transfeccién nos permitié analizar células individuales al
microscopio electrénico.

La transfeccidon se llevd a cabo mediante lipofeccion con el vector
pmCherry-N1 (Clontech Laboratories, Takara BioCompany, Canadd)
usando el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen Life Technologies,
USA) en medio OptiMEM (invitrogen).

Posteriormente, para evaluar la proliferacion, morfologia vy
diferenciacién celular se llevé a cabo una IF de los hOB después de
10 dias de electroestimulacién. Las células fueron fijadas con 4 % de
parafolmaldehido, impermeabilizadas con 0,5 % Tritén-PBS e
inmediatamente bloqueadas con 1 % de albdmina de suero bovino en
PBT (0,1 % Tritdbn en PBS). Se incubdé con el anticuerpo primario
conejo anti-mCherry 1:500 (Conejo, abl67453, Abcam) para el



estudio morfoldgico. Tras lavado con PBS-T, se incubd con el
anticuerpo secundario correspondientes en soluciéon de bloqueo
durante 1 hora a dilucién 1:500 Cy3 AffiniPure Donkey (H+L) (Conegjo,
AB 2340612, Jackson ImunoResearch). Para finalizar, las placas se
lavaron con PBS y se incubaron con DAPI 1:500 para el estudio de
proliferacién. Se procedié al montaje y visualizacién en el microscopio
de fluorescencia (Olympus BX50, PA, USA).

También se realizé6 una inmunofluorescencia de todas las células,
como estudio independiente utilizando antiosteocalcina humana
1:500 (ratén, MAB1419, R&D Systems) como marcador de
diferenciacion celular. Se siguié el mismo protocolo llevado a cabo en
la IF de las células transfectadas, utilizando el anticuerpo secundario
a dilucion 1:500: anti-mouse Alexa Fluor 488 (Cabra, A11001,
Invitrogen) y DAPI a 1:500.

Analisis de estudios de proliferacion, morfologia vy
diferenciacion osteoblastica

El analisis morfologico de las células se realizO mediante microscopia
de fluorescencia y se capturaron 10 imagenes por pocillo usando un
microscopio de fluorescencia (Olympus BX50) equipado con una
camara digital (Hamamatsu ORCA-03G).

Para el estudio de proliferaciéon, se contaron nucleos de 40 campos
aleatorios por condicion mediante la herramienta Cell Counter del
programa Image). Para el analisis morfoldgico, se contabilizd el area,
nimero de pseudofilopodios, asi como su longitud méaxima y media
de las células pmCherry* mediante el software Image). Para cada
imagen, se realizd la calibracion especifica en escala pixel-um (1 um
= 12 pixeles).

Analisis estadistico
Los experimentos se realizaron por triplicado y cada condicién por
duplicado.



Para llevar a cabo el andlisis de datos se utiliz6 el software estadistico
SPSS 23.0 (IBM, Espafa). Se realizd un primer andlisis de normalidad,
mediante el test de Shapiro-Wilk. Se compararon las medias para
datos independientes siguiendo t-student o el test one-way ANOVA,
segun se comparasen 20 mas condiciones experimentales,
respectivamente. Para el estudio de actividad ALP, se llevé a cabo un
analisis t-Student de datos pareados, ya que se obtuvieron resultados
a lo largo del tiempo (4,7 y 10 dias). Los datos referentes a la senal
ICC OCN mostraron distribucién normal. Sin embargo, el estudio de
proliferacién y morfolégico (area, numero de pseudofilopodios,
longitud media y maxima) no mostré normalidad. Para las variables
normales, se llevé a cabo un analisis estadistico mediante t-Student,
para comparar dos grupos independientes y posterior realizacién de
post-hoc Tukey. Por otro lado, las variables no paramétricas fueron
analizadas mediante un estudio Kruskall-Wallis.

Los datos de edad de los pacientes se representan como media *
desviacidon tipica, los datos de los andlisis experimentales se
muestran como media * error estandar de la media (SEM). En todos
los casos se consideré una p < 0,05 como nivel de significacion

estadistica.

RESULTADOS

Obtuvimos cuatro cultivos primarios de hOB de 4 pacientes que
fueron sometidos a artrodesis. La edad media de los pacientes fue de
55 + 2, fueron 2 mujeres y 2 varones, y en los 4 casos se alcanzé la
confluencia celular 6ptima a los 22 + 2 dias. Los datos se organizan
en funcién de los diferentes parametros funcionales y morfologicos
evaluados, permitiendo observar cémo varia la respuesta celular en

relacién con el voltaje aplicado.

Proliferacion
Analizamos la proliferacién de hOB en funcién del voltaje de

electroestimulaciéon aplicado (0, 500 o 750 mV) a una frecuencia de



10 Hz durante 10 dias. La variable analizada corresponde a la
densidad celular (células/cm?).

En la condicién control, sin estimulo eléctrico, se registra una
densidad celular media de 90,26 = 7,70 células/cm?. En aquellas
células estimuladas a 500 mV, observamos un aumento significativo
en la proliferacién celular (p < 0,001) alcanzando una densidad de
112,25 + 11,03 células/cm?mientras que en la condicién de 750 mV,
la proliferacién fue similar a la condicion control
(75,90 = 7,82 células/cm?) (Fig. 2).

Maduracion osteoblastica

La maduracién celular se analiz6 cuantificando los valores de la
actividad de ALP a 4, 7y 10 dias de cultivo en el sobrenadante
celular. Los valores se muestran en la figura 3.

Tanto en la condicion de 500 mV como a 750 mV, observamos una
progresion en aumento de la actividad de ALP a lo largo de los dias de
cultivo, en ambos casos, obtuvimos una actividad maxima a los
10 dias.

En el dia 7 se observaron aumentos significativos de la actividad ALP
respecto a la condicion control frente a 750 mV con unos valores de
0,72 U/mL £ 0,02 vs 0,76 U/mL = 0,01. A los 10 dias de cultivo, los
niveles de ALP a 500 mV y 750 mV aumentaron significativamente
respecto a las células control no estimuladas, con valores de
0,74 U/mL = 0,006 a 500 mV (p < 0,01), 0,82 U/mL = 0,02 a 750 mV
(p < 0,001) frente a control 0,70 U/mL = 0,01.

Con respecto a la sintesis de OCN, la figura 4 muestra la sefal IF de
OCN en hOB expuestas a los voltajes del estudio. La variable
registrada corresponde a la intensidad de la senal IF medida en
unidades arbitrarias.

Se muestra cdmo la sefal de OCN es significativamente superior (p >
0,001) a 500 mV respecto a la condicién control. A 750 mV,
observamos una tendencia en aumento sin llegar a alcanzar la

significacion.



Analisis morfoldgico

Nos planteamos estudiar la morfologia celular de los hOB para
demostrar si la electroestimulacién inducia cambios de forma,
tamano, numero de prolongaciones citoplasmaticas
(pseudofilopodios) o la extensién de las mismas. Dado que observar
la morfologia en un cultivo es complejo, se transfectaron las células,
con una tasa de 10 % de transfeccién, con el objetivo de observar
cél2ulas aisladas y poder cuantificar y evaluar todos los parametros
(Fig. 5).

Respecto al estudio del area celular media de los hOBs (um?), el
cultivo control presenté un area media de 167,03 um? + 12,56. La
estimulacion a 500 mV produjo un aumento notable del area,
alcanzando 181,78 um2 = 17,50. A 750 mV el drea media fue de
200 um? = 15,89, siendo superior al valor observado en el grupo
control, pero sin alcanzar diferencia significativa.

En cuanto al recuento total de pseudofilopodios por hOB, tanto en las
células estimuladas como en el cultivo control, no se observaron
diferencias significativas ya que tanto en los OB estimulados a
500mV, a 750mV como la condicion control presentaron
6,32 = 0,25 pseudofilopodios por célula.

Los valores alcanzados en la longitud maxima de los pseudofilopodios
fueron similares en todos los cultivos de hOB, llegando a valores
proximos a cerca de 14,55 um = 1,40 en cada condicién. Respecto a
la longitud media de los mismos, no mostré diferencias significativas
entre el grupo control y las células estimuladas a 500 mV, ya gue
ambos alcanzaron una media de 7,1 um = 0,40. En cambio, la
estimulaciéon eléctrica a 750 mV resultd en una disminucion no

significativa, situdndose en valores de 5,19 um = 0,63.

DISCUSION
Los resultados demuestran que los cultivos de hOB estimulados a

500 mV presentan un aumento de la proliferacién. Estos resultados



estdn en consonancia con los de otros autores los cuales también
observan un aumento tanto en la actividad metabdlica como en la
proliferacién celular bajo estimulacion eléctrica. Esto sugiere que la
estimulacién eléctrica potencia el crecimiento celular bajo
condiciones especificas, observado que los campos eléctricos
acoplados de forma capacitiva incrementaron significativamente la
proliferacién de células osteoblasticas respaldando el hecho de que la
estimulacion eléctrica puede favorecer la expansién celular en fases
tempranas del proceso osteogénico (12,13). En otros estudios
realizados, se ha descrito que la estimulacién eléctrica produce un
aumento en la actividad metabdlica de los hOB y de la expresion de
marcadores implicados en la remodelacion ésea (14). Sin embargo, en
diversos estudios no se han observado diferencias significativas en la
regeneracion dsea tras aplicar estimulacion eléctrica alternaa 0,2 Vy
1,4V, lo que sugiere que es una respuesta dependiente de las
condiciones de estimulaciéon eléctrica (15). Este aumento de
proliferacién podria deberse a que la corriente continua puede alterar
el potencial de membrana celular, activando canales idnicos
dependientes de voltaje, especialmente canales de calcio. El aumento
en la entrada de Ca?* puede activar cascadas de sefalizacién
intracelular que promueven la proliferacién mediante la activacién de
proteinas quinasas A y C (PKA y PKC). Por otro lado, se ha descrito
gue el aumento de vinculina induce una mejor adhesion celular, lo
que puede activar sefializacion mediada por integrinas y promover la
proliferacién a través de sefiales mecanotransductoras (14-16).

La maduracion celular la valoramos cuantificando la actividad de ALP
y OCN, como biomarcadores claves en el proceso de formaciéon désea
ya que son enzimas producidas por los osteoblastos que participan en
la mineralizacién dsea.

En base a los datos obtenidos, se observé un aumento progresivo
entre dias 4-10 en ambos cultivos estimulados, siendo mas evidente
en las células estimuladas a 750 mV. ALP es un marcador de

maduracién temprana osteoblastica y de preparacion de la matriz



para mineralizacidon, este patron temporal es coherente con la
transicién de pre-OB a OB maduros, donde la actividad de ALP
precede a la expresion de proteinas de matriz (como OCN) y a la
deposicidon de hidroxiapatita. Por otro lado, la mayor expresion de
OCN se mostro en los cultivos de hOB estimulados a 500 mV.

Varios autores han descrito que la expresidon de ALP y/o OCN aumenté
de forma notable tras la aplicacion de campos electromagnéticos
junto con un campo eléctrico alterno tradicional tanto en células
madre humanas derivadas de hueso alveolar como en cultivos de
células MC3T3 (17-19). De manera similar se mostré6 que la
combinacion de electroestimulacion con hidrogel de hidroxiapatita
incrementa la expresién de marcadores osteogénicos y promueve la
diferenciacion de hOB, favoreciendo su maduracidon y mineralizacién
(20).

Los cambios morfoldgicos observados en los osteoblastos tras ser
sometidos a diferentes voltajes reflejan variaciones relevantes en su
comportamiento bioldgico. A partir de los resultados del estudio se
observa un incremento del drea celular en las células estimuladas a
500 mV, posiblemente relacionado con un aumento en la produccion
de matriz extracelular (15). Con respecto al nuUmero
de pseudofilopodios observados, no se encontraron diferencias
significativas entre los distintos grupos de OB estimulados. Aunque
estos resultados no son concluyentes, estudios previos han
demostrado que la estimulacidn eléctrica puede modular la
organizacion del tejido e incrementar su actividad celular, lo que esta
relacionado de forma indirecta con la formaciéon de pseudofilopodios.
Concretamente, estudios en neuronas han evidenciado que la
estimulaciéon eléctrica modula parametros estructurales como la
longitud y orientacién celular (10), lo que sugiere que este fendmeno
podria  manifestarse en OB, dado que Ila formacion
de pseudofilopodios estan relacionados con procesos de migracion y
regeneracion ésea. Asimismo, en estudios previos se ha descrito que

la estimulacién eléctrica induce cambios morfolégicos generales en



hOB, como alteraciones en la forma celular y reorganizaciéon del
citoesqueleto, lo que refuerza la idea de que la morfologia de los
osteoblastos responde a estimulos eléctricos (21).

Basandose en trabajos previos, se plantea la hipétesis de que la
estimulacion con corriente continua posiblemente aumenta la
concentracién de calcio extracelular y promueve la sefalizacion
celular, asi como la expresion de diferentes proteinas de adhesién
celular y otros marcadores de la matriz extracelular (como vinculina,
fosfatasa alcalina, osteocalcina, etc.), lo que acelera el crecimiento y
la maduracién progresiva de los osteoblastos.

A partir de los estudios previos, se propone que la estimulacién con
corriente continua podria elevar los niveles de calcio en el espacio
extracelular y activar diversas rutas de sefializacion celular (16). Este
estimulo favoreceria también la produccién de proteinas implicadas
en la adhesién celular y en la matriz extracelular, la fosfatasa alcalina
y la osteocalcina, contribuyendo asi a acelerar tanto la proliferacién
como la maduracién progresiva de los osteoblastos (22).

La fortaleza del estudio es el uso de hOB primarios como modelo de
investigacidon, evitando los cambios genéticos que presentan las
lineas celulares convencionales, por otro lado, el sistema de
estimulacion esta totalmente controlado y regulado por anélisis
integrados. En modelos de fractura 6sea, la estimulacidén eléctrica ha
demostrado mejorar la calidad dsea, evidenciandose en un aumento
de la densidad mineral y resistencia mecdanica del hueso fracturado,
lo que apoya la aplicabilidad de estimulacién eléctrica en estudios de
regeneracion ésea (23). Las limitaciones principales son: por un lado,
el pequeno tamano muestral y el hecho que sean 2 varones vy
2 mujeres que no nos permitié hacer estudios separados por sexo v,
por otro lado, la duracion limitada del estudio (10 dias) que viene
determinada por la dificultad de mantener los cultivos hOB y la
ausencia de analisis de mineralizacion tardia.

Los resultados muestran tres conclusiones: a) mejoria de |la

proliferacién y expansidon del area celular a 500 mV (pero reduccién



de densidad a 750 mV); b) aumento de la actividad de ALP con el
tiempo, particularmente significativo al dia 10 en ambos voltajes
frente al control; y c) incremento significativo de la senal de
osteocalcina (OCN) a 500 mV, sin cambios relevantes en numero ni
longitud maxima de pseudofilopodios respecto a control.

Se concluye que la estimulacion alterna a 10 Hz y 500 mV mejora
proliferacién, expande el area celular y potencia la maduraciéon (OCN)
osteoblastica, siendo la condicién 6éptima y recomendable para

estudios posteriores en modelos de animales y humanos.
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Figura 1. A. Esquema general del proceso realizado, creado con Bio-
Render.
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Figura 2. Efecto de la estimulacién con corriente alterna sobre la
proliferacién en cultivos primarios hOB tras 10 dias de cultivo. Se
evaluaron las respuestas celulares a la frecuencia de 10 Hz bajo
diferentes voltajes: 500 mV y 750 mV. Los valores se expresan como
porcentaje de viabilidad en relacién con el control sin estimulacién
(0 Hz). Diferencias estadisticas: ***p < 0,001.
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Figura 3. Estudio de actividad de ALP en hOB durante Ia
electroestimulacién medida en los dias 4, 7 y 10 por corriente alterna
a 10 Hz aplicando voltajes de 500 mV y 750 mV. Los datos se



expresan en U/mL y se realiza una comparacion estadistica con el
control osteogénico no estimulado (0 Hz) del dia del estudio. *p <
0,05; ***p < 0,001.
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Figura 4. Estudio de la sefal IF de OCN de hOB tras la
electroestimulacién por corriente alterna a 10 Hz aplicando voltajes
de 500 mV y 750 mV durante 10 dias; (*p < 0,05).
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Figura 5. Estudio morfolégico en hOB tras la electroestimulacién por
corriente alterna a 10 Hz aplicando voltajes de 500 mV y 750 mV. A.



Area (um?). B. NUmero de pseudofilopodios/célula. C. Longitud
maxima de los pseudofilopodios/célula. D. Longitud media de
pseudofilopodios/célula. E. Inmunofluorescencia de hOB tras
electroestimulacién a 10 Hz a los voltajes de 500 mV y 750 mV
respecto a la situacién control (0 mV). Células transfectadas con el

plasmido mCherry (rojo); nucleos celulares con DAPI (azul).



