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1. Resumen y palabras clave

Introduccién: las vibraciones en el contexto de la ortodoncia se han empleado para
dos propositos, uno de ellos consiste en fomentar la sefalizacion del remodelado
0seo para aumentar el indice del movimiento dental cuando existe una carga de por
medio, por otra parte, el otro propdsito se fundamenta en el aumento de la densidad
y tejido 6seo alveolar con el fin de reducir el indice de recidiva post-movimiento
dental. Todas estas aplicaciones de las vibraciones en la ortodoncia presentan poca
evidencia a nivel celular. Objetivo: el propdsito de este proyecto de investigacion
consiste en realizar una pesquisa a nivel celular de los efectos de las vibraciones
de alta frecuencia sobre los osteoblastos, ademas de establecer un protocolo de
cultivo celular y mantenimiento de este, que pueda ser sustentable dentro de las
instalaciones de la Faculta de Estomatologia (FEBUAP) de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Resultados: Se logré elaborara un protocolo
para cultivo celular de osteoblastos y fibroblastos, el cual puede ser implementado
en los laboratorios de la FEBUAP, sin embargo, los osteoblastos no sobrevivieron
al proceso de criopreservacion y descongelamiento, por otra parte, los fibroblastos
lograron proliferar después de la descongelacion; ademas se establecié que los
dispositivos de vibracion adquiridos por la FEBUAP para la linea de investigacion
de vibraciones trasmiten frecuencias en un rango de 115 a 145Hz. Discusién: la
manipulacion de osteoblastos criopreservados requiere de un mayor control del
origen y preservacion de las células, por otra parte, el protocolo creado para la
FEBUAP es apto para el manejo de los fibroblastos y sus subcultivos. Solo tres de
los dispositivos de vibracidn trasmiten vibraciones estables en 115 Hz. Conclusion:
el laboratorio de la FEBUAP esta equipado correctamente para el manejo de cultivos
celulares, sin embargo, hay que obtener lineas celulares osteoblasticas mas
estables, los aparatos vibratorios que manejen frecuencias estables cerca de los
120Hz £5 son aptos para usar en el experimento.



2. Introduccion

La Asociacion Americana de Ortodoncia (AAO) define a la ortodoncia como la
especialidad de la odontologia encargada de la supervision, guia y correccion del
crecimiento o maduracion de las estructuras dentoalveolares; englobando aquellas
condiciones que requieren del movimiento dental, o la correccién de
malformaciones de las estructuras relacionadas por medio de la aplicacién de

fuerzas, o la estimulacién y redireccion dentro del complejo craneofacial.

El presente protocolo pretende enfatizar la importancia de un aspecto notable que
existen en la ortodoncia, de los cual dependera el plan de tratamiento que debera
desarrollar el clinico, como lo es la atencidbn en pacientes con compromiso
periodontal, que a su vez recae en el primer aspecto pues dicha situacion clinica
puede llegar a prolongar el uso de la aparatologia, al requerir de constante atencion

interdisciplinaria.

En los ultimos afos el uso de vibraciones de alta frecuencia mediante la creacion
de dispositivos que se pueden encontrar de manera comercial se ha enfocado en la
aceleracion del movimiento dental y el aumento de la densidad dsea, pese a esto,
ambos aspectos presentan informacion poco contundente respecto a la fisiologia
del efecto y carecen de sustento cientifico que justifique ampliamente su uso como
coadyuvante en la ortodoncia.

Con base en lo anterior, surge el propésito de realizar un estudio que cuantifique la
expresion de osteopontina (OPN), en osteoblastos expuestos a lipopolisacaridos,
aplicando vibraciones de alta frecuencia, para con ello obtener resultados que
sustenten el uso de estos dispositivos en tratamientos interdisciplinarios de
ortodoncia-periodoncia, lo cual beneficiaria a pacientes con compromiso periodontal
y facilitaria no solo el tratamiento ortodontico, pues al mejorar la densidad y calidad
0sea se disminuyen los riesgos de perdida de 6rganos dentales durante y después

del tratamiento de ortodoncia.



3. Antecedentes

3.1.Antecedentes generales

La ortodoncia se considera en gran medida un tratamiento ideal para mejorar la
estética y funcion dento-esqueletica, a su vez beneficiar la salud bucodental, y por
ende mejorar la calidad de vida del paciente, puesto que todos estos factores

repercuten a favorecer el bienestar psicosocial del mismo (1).

La maloclusién se define segun la NOM-013-SSA2-2015 (para la prevenciéon y
control de enfermedades bucales), como variaciones morfolégicas dento-faciales
capaces de afectar el estado de salud 6ptimo del aparato estomatognatico en sus
vertientes morfoldgicas, funcional o estética y que en funcién de su grado de
desarrollo podran o no estar asociadas a condiciones patologicas (2); Por su parte
la OMS define a la maloclusién como una anomalia dento-facial incapacitante, que
puede afectar estética, funcion, y bienestar psicosocial (3).

En cuanto al tiempo promedio del tratamiento ortoddntico varia de entre 14 a 33
meses, con un promedio de 19.9 meses, no obstante la American Board of
Orthodontics (ABO) estipula un tiempo promedio de 24.6 meses (4); de modo que,
el tiempo del tratamiento se vera influenciado por las caracteristicas propias de cada
paciente, dentro de las cuales destacan, la severidad del apiiamiento, etiologia de
la maloclusion, habitos parafuncionales, y mas enfocado a los intereses de esta
investigacion el estado periodontal del paciente, de manera que esto conllevara a la
seleccion del plan de tratamiento adecuados (4).

Por consiguiente, en los ultimos afios se ha indagado en métodos de aceleracion
del movimiento dental mediante distintas técnicas quirurgicas y no quirurgicas,
buscando con ello realizar movimientos fisiolégicos y de menor grado de afecciones.
De este modo las técnicas quirurgicas incluyen decorticacion alveolar, corticotomia,
distraccion del ligamento periodontal y distraccion dento-alveolar, las cuales se
basan en la reduccion quirurgica selectiva que induce un incremento localizado en

el recambio del hueso alveolar, sugiriendo un mecanismo oculto en lo observado de



aceleracion del movimiento dental (4,5). Mientras que otro mecanismo sugiere que
con estas técnicas se remueven las zonas hialinizadas formadas después de la
aplicacidn de la fuerza, lo cual permite una resorcion 6sea de mayor rapidez que
sera proporcional a la cantidad de movimiento dental. Por otra parte, las técnicas no
quirurgicas incluyen irradiacion con laser de baja intensidad, campos de impulso
electromagnético, corrientes eléctricas, uso de farmacos y vibraciones (5); estas por
su parte se basan en la estimulacion de la proliferacion de osteoblastos y
osteoclastos, optimizar el movimiento dental, induciendo una remodelacién osea
acelerada por el sistema de RANK/RANKL/OPG (5).

Es en este sentido que en los ultimos afos la odontologia se ha centrado en la
minima invasion, la cual a su vez aplicada a la ortodoncia pretende desarrollar
métodos mas conservadores para el paciente en comparacion con las
corticotomias. Se ha reportado que las vibraciones fomentan el movimiento y la
formacion osea, sin embargo, los estudios muestran un bajo nivel de evidencia o

presentan conflictos de intereses por parte de los autores (6).

FISIOLOGIA DEL MOVIMIENTO DENTAL

El movimiento dental es un proceso fisioldégico que combina la adaptacion del hueso
alveolar, junto con una lesion reversible del periodonto, donde el movimiento esta
dado por la coordinacion y eficiencia del remodelado éseo. En la literatura se
pueden encontrar dos teorias acerca del movimiento dental; la primera basada en

la bioelectricidad (BE) y la segunda referente a la tension-presién (TP) (7).

Siendo la segunda la mas aceptada hasta el momento, la cual describe que al hacer
presion sobre el diente, este cambiara de posicién dentro del ligamento periodontal
resultando en la compresion del mismo, creando dos areas, una de tension y otra
de compresion; Es en la zona de compresion donde se lleva a cabo un incremento
de la Ciclooxigenasa 2 (Cox-2) que producira una liberacion de prostaglandinas E2
(PGE2), estas a su vez regularan la expresion del ligando receptor activador para
factor nuclear kB (RANKL) y el factor estimulante de colonias de macrofagos (M-
CSF), a su vez, en el mismo sitio se libera el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), Sintasa de oxido nitrico endotelial (e-NOS), la Interleucina 1 beta (IL-1B) y



metaloproteinasas (MMPs), con el fin de favorecer la diferenciacidén osteoclastica y
obtener una resorcidn 6sea (8). Asimismo, se ha reportado que la osteopontina
(OPN) también se libera ayudando a la degradacion de material osteoide y fijacion

de osteoclastos en la zona (9).

Por el contrario, en la zona de tension para inducir la formacion 6sea, existe una
disminucién de RANKL, y osteoclastos, que conlleva al aumento de interleucina 10
(IL-10) el cual promueve la expresion de osteoprotegerina (OPG), factor de
crecimiento tumoral beta (TGF-B), inhibidores tisulares de metaloproteinasas
(TIMPs), Sintasa de oxido nitrico inducible (iNOS) y de OPN (8)(10).

La teoria de BE estipula que al deformarse el hueso los cristales de hidroxiapatita
liberan una senal eléctrica que se consideraba una sehal de tipo piezoeléctrica,
caracterizada por presentar una decadencia rapida de la carga, ya que comienza
de manera inmediata al ejercer una fuerza y desparece luego de retirar el estimulo,
ademas de generar una sefal equivalente hacia el lado opuesto cuando se libera
del estimulo (7); se ha observado que en el hueso se originan breves voltajes
denominados potencial de trasmision, que se diferencian de la carga de tipo
piezoeléctrica y que puede estar influenciado por campos eléctricos externos que
son capaces de modificar la actividad celular, demostrando que existe otro tipo de
sefal eléctrica, la cual no se activa bajo estrés y que esta presente en el hueso, a
estos breves voltajes se les designa potencial bioeléctrico (7,11).

De la misma forma se apoya en la deteccion de cargas negativas, que se presentan
en el metabolismo activo del hueso cuando este se encuentra en una fase de
remodelacion 6sea (11). El potencial bioeléctrico se lleva a cabo al despolarizarse
la membrana ante un impulso nervioso, el cual es acompafiado de otras respuestas

celulares (11).

La deflexion del hueso alveolar a causa de las fuerzas ortodonticas da lugar a la
deformacion en la estructura dental, la cual produce una sefial eléctrica que altera
el metabolismo 6seo, transformandose de una carga negativa a una positiva, lo cual

estimula a su vez la diferenciacion celular, que resulta en el movimiento dental (7).



Por otro lado las fibras periodontales generan estrés sobre el hueso durante las
fuerzas ortoddnticas las cuales tienen una relacion electroquimica, las areas con
carga negativa se caracterizan por niveles elevados de actividad osteoclastica y las
areas con carga positiva se caracterizan por niveles elevados de actividad
osteoblastica; por ende se sugiere que la sefial piezoeléctrica generada por la

deformacion 6sea puede funcionar como un primer mensajero celular (7,12).

La estimulacién con micro pulsos eléctricos cambia el ambiente electrolitico de la
membrana celular, modificando el tipo y la velocidad de iones que la atraviesan (11).
Estos impulsos también pueden alcanzar a los osteoblastos de forma no invasiva,
provocando un aumento en el adenosin monofosfato ciclico (cCAMP) y guanosin
monofosfato ciclico (cGMP) que actuan como segundos mensajeros en la eficacia

del remodelado del hueso alveolar e inducen un movimiento dental (11).

HUESO ALVEOLAR

El hueso alveolar también conocido como hueso dental esta constituido por hueso
trabecular que contiene una placa de hueso compacto yuxtapuesto al ligamento
periodontal denominado lamina dura, el ligamento periodontal atraviesa la lamina

dura y se articula al hueso alveolar (13).

El hueso alveolar es un tejido conectivo formado por minerales, matriz organica y
agua, el 23% representa el tejido mineralizado; el 37 % corresponde a matriz

organica, que en su mayoria es colageno y el 40% consta de agua (13).

El hueso alveolar se origina a partir del primer arco branquial el cual contiene el
cartilago de Meckel’s, y de las células que migran de la cresa neutral las cuales
forman el tejido ectomesenquimal necesario para la evolucion craneofacial. A partir
del dia 37 de desarrollo aparecen dos bandas de epitelio gruesas y continuas en el
lugar de las futuras arcadas dentales, esta banda de epitelio se subdivide en lamina
vestibular y lamina dental. La lamina vestibular contiene una capa de
ectomesénquima subyacente el cual crea un espacio libre que es el vestibulo oral;

por otra parte, la lamina dental tiene diferentes zonas de actividad proliferativa que



se localizan en las regiones de los futuros procesos alveolares (13). El tipo de
osificacion que presenta el hueso alveolar es de tipo intramembranoso (14).

Las células que principalmente componen al hueso alveolar son osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos; sin embargo, también lo acompafian células como
adipocitos, células endoteliales y células de defensa como macréfagos. Los
osteoblastos son las células encargadas de la aposicidon del hueso, se caracterizan
por ser mononucleadas y especializadas, ademas comparten cierta funcion con
fibroblastos ya que ambos sintetizan matriz de colageno tipo I; una caracteristica
propia de los osteoblastos es que expresa el gen Runx2, el cual es el encargado de
la diferenciacion de las células madre progenitoras a osteoblastos. Es de
importancia entender que el hueso alveolar es un tejido dinamico y esta en
constante remodelacion por medio de osteoblastos y osteoclastos, los cuales
poseen una comunicacion cruzada. El numero de osteoblastos disminuye con la
edad lo que puede ocasionar un desequilibrio entre formacién y resorcion 6sea lo
cual origina osteoporosis. Los osteocitos se encuentran dentro del hueso alveolar
maduro, estos se derivan de los osteoblastos y el espacio que ocupa es denominado
laguna, alrededor de los osteocitos se depositan hidroxiapatita, carbonato y fosfato
calcico (13).

La inervacion del hueso alveolar se origina del nervio trigémino y se dividen en
nervio alveolar superior y nervio alveolar inferior, por su parte el nervio alveolar
superior se divide en tres, anterior, medio y posterior. El nervio alveolar anterior
superior da sensibilidad a premolares, caninos, incisivos el seno maxilar y el meato
inferior, el nervio alveolar medio superior es responsable de dar inervacion sensorial
a los senos paranasales y premolares superiores, por ultimo, el nervio alveolar
superior posterior da sensibilidad a mejillas, seno maxilar y las encias. Todas las
ramas del nervio alveolar superior proporcionan sensibilidad al hueso alveolar y
encias (13,15).

Por otro lado el hueso alveolar inferior esta inervado por la rama mandibular del

nervio trigémino llamada nervio alveolar inferior, este entra por el conducto



mandibular hasta alcanzar el agujero mentoniano, le da sensibilidad a las encias y

hueso alveolar de toda la mandibula (15).

La irrigacion sanguinea que acompafan el nervio maxilar y nervio mandibular se
encuentra en la region de la protuberancia que proceden de las arterias cerebelosas
anteroinferiores, la parte distal proceden de la arteria carétida externa, mientras que
el aporte sanguineo del nervio trigémino procede de la arteria basilar, arterias
cerebelosas y arterias vertebrales. El drenaje linfatico de los nervios alveolares y
zona del hueso alveolar se dirige hacia los ganglios linfaticos submentonianos,

submandibulares y periauriculares (15).

Dentro de las funciones principales del hueso alveolar se encuentran servir como
tejido de soporte, proporcionando resistencia mecanica, ser un reservorio de iones
de calcio, brindar un lugar de proteccion a la médula 6sea, ademas de albergar las
raices de los dientes, amortiguar las fuerzas de oclusion. El hueso alveolar se puede
dividir en dos tipos: el hueso alveolar propiamente dicho y hueso alveolar de
soporte. El hueso alveolar propiamente dicho esta compuesta por una placa de
cortical y es la que se encuentra intimamente relacionada con la articulacion del
diente junto con las inserciones de las fibras del ligamento periodontal; el hueso
alveolar de soporte se conforma por placas de cortical y hueso trabecular, las placas
corticales se localizan en la superficie vestibular y lingual del hueso alveolar,
mientras que el hueso trabecular llamado también esponjoso o canceloso se

encuentra entre el hueso alveolar propiamente dicho y las placas corticales (16).

HOMEOSTASIS DEL HUESO ALVEOLAR

La homeostasis del hueso alveolar se lleva a cabo por el proceso de remodelacién
0seo Yy la reparacion de hueso danado, se tiene un estimado que en adultos el 10%
del hueso es reemplazado cada ano. El remodelado éseo es un proceso que
involucra la coordinacion de los tres tipos de células, osteoclastos, osteoblastos y
osteocitos. La cantidad de hueso reabsorbida por osteoclastos es la misma cantidad
de hueso que es formada por osteoblastos, de esta forma, se mantiene el equilibrio
de la masa 6sea. Este sistema se conoce como sistema de acoplamiento, consiste

en que los productos que secretan los osteoclastos durante la actividad de la



resorcion ésea mejoran la formacion 6sea a través de aumentar el reclutamiento de
preosteoblastos o estimulan de forma directa la formacion 6sea osteoblastica (16).
Se ha demostrado que el recambio de hueso alveolar es mas rapido en comparacion
con otros huesos del esqueleto, la razon de esto no esta muy clara aun, sin
embargo, es posible que una de las razones por el cual la remodelacion sea mas
constante y rapida se el estimulo mecanico durante la masticacion; en este sentido
se afirma que la masa del hueso y los cambios en su arquitectura son el resultado
de la adaptacion de las fuerzas mecanicas. Por ejemplo una carga dinamica, pero
no estatica, aumenta la formacion ésea, lo que se traduce en un aumento de la
masa oOsea, a través de la disminucion del RANKL vy supresion de la

osteoclastogénesis (16).

OSTEOPONTINA

La OPN es una sialoproteina glicosilada altamente fosforilada que se expresa en
varios tipos de células tanto en osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y
odontoblastos, la cual representa un papel importante durante el movimiento
ortodontico al expresarse en el lado de tension y favorecer la formacion ésea. En el
sitio de compresion colabora con la diferenciacion osteoclastica para contribuir con

la resorcion osea (10).

OSTEOBLASTOS

Es menester enfatizar que, los osteoblastos, se consideran células constructoras de
hueso, que derivaban de células progenitoras mesenquimales y estan presentes en
el ligamento periodontal, especificamente en la superficie de la lamina dura y
endostio del hueso alveolar; estas células reaccionan en respuesta a la alteracion
de la formacion de la matriz, causada por el cambio de corriente de fluidos en las
células de revestimiento 6seo, que funcionan como mecanorreceptores en el
periodonto (13). Como resultado de la aplicacion de una fuerza compresiva sobre le
hueso, se producira la flexion del mismo, la cual es capaz de contribuir en la
regulacion de la remodelacion y formacion 6sea mediante los osteoblastos (17)(18).
Como consecuencia los osteoblastos juegan un papel principal en la formacion y

remodelacion ésea, existe evidencia que su concentracion es extensa en el



ligamento periodontal, asi lo demuestran Loo-Kirana et al. que compararon la
capacidad de osteogénesis entre células tomadas del ligamento periodontal y hueso
alveolar, cuantificando fosfatasa alcalina, la capacidad de depdsito de calcio y
tincion de rojo de alizarina, encontrando que las células del ligamento periodontal
demostraron mayor actividad en estos parametros, con ello se puede concluir que
el ligamento periodontal alberga células con mayor actividad osteogénica que las

del mismo hueso alveolar (19).

En estudios in vitro, la aplicacion de fuerzas comprensivas en osteoblastos ha
evidenciado regular la liberacién de IL-1B e IL-6, mientras que, la aplicacion de
vibraciones en modelos in vitro demuestra que en los osteoblastos se produce un
aumento de la liberacion de osteoprotegerina (marcador osteogénico) mientras que
disminuye el RANKL (17).

Por consiguiente la busqueda de aceleracién del tratamiento dental ha llevado a
explorar el uso de vibraciones de alta frecuencia no solo con el fin de estimular una
diferenciacion celular basada en la teoria TP del movimiento para una remodelacion
O0sea mas rapida, si no que se ha propuesto la posibilidad de aumentar la densidad
0sea, y con ello mejorar la fase final del tratamiento ortodontico, es decir la etapa
de retencién, que a su vez proyecta este efecto benéfico en tratamientos
interdisciplinarios como lo es la fase periodontal, es en este sentido que se debe
profundizar sobre el como actuan las vibraciones y su aplicacion en el area de la

salud bucodental.

FIBROBLASTOS

El fibroblasto es uno de los tipos celulares mas abundantes presentes en el estroma,
se conocen generalmente como células que crean y mantienen un grupo diverso de
tejidos conjuntivos ricos en matriz extracelular (MEC). Desempefia diversas
funciones y constituye la estructura basica de tejidos y 6rganos, en condiciones de
homeostasis, esta célula es responsable del mantenimiento de la MEC. Durante el
estrés, los fibroblastos se adaptan a su entorno y tienen la capacidad de responder
y enviar sefales locales(20,21). Morfolégicamente presentan proyecciones
citoplasmaticas, que tienen forma de huso alargado o estrellado y proceden de la



mesénquima, son numerosas(21). Dentro de sus funciones principales se puede
destacar la sintesis de MEC para la creacion de tejido conectivo depositando

diversos tipos de colageno que a su vez forman fibras y laminas(20).

Los fibroblastos poseen una proteina denominada factor de crecimiento de
fibroblastos (FCF) que se derivan en 23 familias de las cuales la FCF21 tiene una
fuerte conexion fisiopatologica con la regulacion de la homeostasis Osea(22).
Durante un mecanismo de proteccion el FCF21 regula la caspasa 3 a través del
factor de crecimiento de hepatocitos, protege a las célula madre mesenquimal de
médula 6sea de la apoptosis e inhibe la apoptosis de los condrocitos mediante la
activacion de la via de senalizacion SIRT1/mTOR al promover aun mas el
crecimiento 6seo y protegiendo los huesos(22).

., QUE SON LAS VIBRACIONES?

Las vibraciones son oscilaciones que ocurren alrededor de un punto en equilibrio y
se propagan en cierto medio como el aire, agua o sustrato, las cuales presentan
tres caracteristicas (23):

- Frecuencia: Medida en Hertz (Hz) el numero de Hz indica la cantidad de
ciclos completos de movimientos ascendente y descendente por segundo.

- Amplitud: Representa la extension del movimiento oscilatorio y es medida
en milimetros.

- Direccion: En la que se distribuye el movimiento vibratorio (23)(24).

Las vibraciones forman parte del ambiente cotidiano, para su deteccion los humanos
poseen una alta cantidad de mecanorreceptores, los cuales se pueden encontrar en
piel, ligamentos, articulaciones, vasos y 6rganos, estos se proyectan a través de la
espina dorsal y el talamo hasta la corteza somatosensorial, varias regiones
corticales del cerebro estan involucradas en el procesamiento de informacion

vibracional dando lugar a diferentes respuestas fisicas y fisiologicas (24).

Existen dos tipos de mecanorreceptores principales, corpusculos de Pacini o

receptores de presion, se localizan en estratos profundos de la piel, y detectan



vibraciones en un rango de 20 a 1000 Hz, con una sensibilidad maxima alrededor
de 250 Hz, a su vez son responsables de las sensaciones de vibraciones o
cosquilleo y deteccidn de texturas. Por otro lado, los corpusculos de Meissner o
receptores del tacto se encuentran mas superficiales, mientras se palpa una textura,
la piel la percibe por medio de deformacion, y este corpusculo envia una sefial a la
corteza somatosensorial, dichos mecanorreceptores tienen un rango de sensibilidad
de 5 a 150 Hz con una maxima alrededor de 10-65 Hz. En condiciones normales la
estimulacién vibracional en la piel activa ambos mecanorreceptores debido a que el
rango de frecuencia de la fuente es amplio (24); sin embargo, en el ambiente oral
los mecanorreceptores encargados de movimiento dental se encuentran en el
periodonto denominados mecanorreceptores de Ruffini tipo I, los cuales se
caracterizan por poseer los dos tipos de respuesta, tanto como los de respuesta de
adaptacion rapida, localizados cerca del centro de resistencia del diente, como los
de respuesta de adaptacion lenta, que se encuentran cerca del apice (25); los de
adaptacion rapida se activan solo cuando hay una carga mecanica de presion, y los
de la unidad de adaptacion lenta dependientes de la frecuencia y magnitud de carga
para la trasmision del impulso (25).

ANTECEDENTES DE VIBRACIONES EN LA MEDICINA

El medioambiente biomecanico influye en las células 6seas durante la homeostasis,
remodelacion y regeneracion (26), por lo tanto en el campo de la medicina se han
investigado las aplicaciones de las vibraciones de alta frecuencia de magnitud baja
(VAF) cuyo rango es de 20 a 90 Hz en promedio, la terapia de VAF en todo el cuerpo
es un procedimiento no invasivo y no farmacologico, para la osteoporosis,
cicatrizacion y regeneracion 0sea, asi como para la osteointegracion de implantes
y prevencidn del riesgo de fractura (26)(27); esto gracias a las propiedades de las
VAF que consisten en mejorar la diferenciacion osteogénica de osteoblastos, al
aumentar tanto las vias de sefalizacion para la osteoblastogénesis como las
citocinas y proteinas que favorecen la formacion ésea tales como IL-4, II-13, [I-17,
factor de transcripcidon 2 relacionado con run (RUNX-2), BMP2 (proteina



morfogénica Osea) y Osteoprotegerina; ademas, reducen la actividad vy
diferenciacion de osteoclastos disminuyendo los niveles de RANKL (26).

ANTECEDENTES DE VIBRACIONES EN ORTODONCIA

Las vibraciones se introdujeron en el area de la ortodoncia con dos dispositivos que
se comercializaron con el objetivo de acelerar el movimiento dental, el
AceceleDent® y el Vpro5® que siguiendo las especificaciones del fabricante
producen 30Hz y 120 Hz de frecuencia respectivamente (28), sin embargo, la
evidencia que existe sobre el efecto de acelerar el movimiento dental es un poco
ambigua y los estudios publicados presentan un alto riesgo de sesgo, por lo que la
aceleraciéon del movimiento dental aplicando un protocolo de vibraciones queda en
controversia (29,30). Por otro lado, se ha reportado que el uso de un estimulo
vibratorio producen el efecto anabdlico sobre el hueso alveolar (31,32).

En este sentido las Vibraciones de baja frecuencia (VBF) que son aquellas que
vibran = 45Hz o Vibraciones de alta frecuencia (VAF) que son frecuencias =90hz
producen un efecto paraddjico sobre el hueso alveolar, creando diferentes
reacciones que dependen del contexto en el que se apliquen las vibraciones. Por
una parte cuando hay una fuerza ortoddntica creando un movimiento dental el efecto
que se consigue es catabdlico, sin embargo, en hueso alveolar sano, en proceso de
cicatrizacion post-extraccion, e inclusive con osteoporosis las VAF estimulan el
crecimiento, aumentan la densidad tisular, volumen éseo, promoviendo un proceso
de osteogénesis (32—-37). Esto es posible debido a que el hueso alveolar es un tejido
mecanosensible que reacciona a diferentes estimulos mecanicos externos,
adaptando la masa y estructura 6sea en un proceso de remodelacion continuo
(26,38). Aunado a esto, en el ambiente oral el ligamento periodontal posee
mecanorreceptores que dan respuesta a estimulos mecanicos externos
denominados Ruffini tipo |, los cuales se caracterizan por poseer los dos tipos de
respuesta, tanto como los de respuesta de adaptacion rapida, localizados cerca del
centro de resistencia del diente, como los de adaptacién lenta, que se encuentran
cerca del apice; los de adaptacion rapida se activan solo cuando hay una carga
mecanica de presion, mientras que los de la unidad de adaptacién lenta



dependientes de la frecuencia y magnitud de carga para la trasmision del impulso
(39). Al mismo tiempo el estimulo vibratorio se propaga a través de los tejidos, al
observar que los efectos anabdlicos no solo se vieron aumentados en la zona de
aplicacién si no también en las areas adyacentes a este, sin embargo, el efecto se
va atenuando cuanto mas lejos este del area de amplicacion (31,37).

Es importante sefialar que el efecto anabdlico sobre el hueso alveolar de las VBF o
VAF es resultado de la activacion de la via de sefializacion Wnt canénica (26,38,40).
La via de senalizacion Wnt candnica actua a través de los ligandos de Wnt como el
Wnt10B, en un inicio las proteinas de la Wnt se une al receptor Frizzled y al co-
receptor Lrp5/6 que se encuentran sobre la membrana celular, o que causa una
concentracion de -catenina dentro de los osteoblastos, inhibiendo la degradacion
de B-catenina fosforilada a través de la via de la ubiquitina-proteosoma; la
concentracion de (B-catenina dentro del citoplasma de los osteoblastos produce un
desplazamiento de esta enzima dentro del nucleo, donde se une a los factores de
transcripcion TCF/LEF y regula la expresion de RUNX2. Por lo que cabe senalar
que el efecto anabdlico de las vibraciones se produce de mayor manera con VAF al
promover la proliferacion y diferenciacién osteoblastica junto con la mineralizacion
de la matriz a través de la activacion de la via de sefalizacion Wnt canodnica que
induce la liberacién de ALP, Runx2, y BMP2 que a su vez median el efecto de las
vibraciones de alta frecuencia en los osteoblastos, creando un ciclo (26,38,40,41).

Se tiene reportado que la via senalizacion Wnt causa la activacién de la osificacion
tanto intramembranosa como endocondral (41), sin embargo Alikhani et al. mostro
en sus resultados que la aplicacion de las vibraciones de alta frecuencia en un
alveolo en proceso de cicatrizacion post-extraccidon ayuda a mejorar este proceso
de reparacion con base a la proliferacion y diferenciacién de osteoblastos, asi
mismo como fomentar la mineralizacion de la matriz, por otro lado no se observo
ninguna formacion de cartilago, a lo se sugiere que las vibraciones de alta
frecuencia inducen la formacion de hueso intramembranoso principalmente y no el

crecimiento endocondral (32).



Cabe destacar que existen otros factores que favorecen este efecto anabdlico
cuando se usan los estimulos vibratorios, como la reduccion de la actividad y
cantidad de osteoclastos (32,35,42). Del mismo modo el estimulo vibratorio
disminuye la expresion del gen SOST y por consiguiente la esclerostina (31,35), El
gen SOST codifica la proteina esclerostina y principalmente es secretada por
osteocitos y células del ligamento periodontal la cual tiene como funcion la inhibicion
de la formacién 6sea al unirse de forma competitiva al coreceptor Wnt, LRP5/6, la
esclerostina provoca la fosforilacion y degradacion de la beta-catenina y dificulta la
activacion de los osteoblastos (43,44), en este sentido una disminucidén del gen
SOST representa una inhibicion al proceso de resorcion osea.

Se debe resaltar la capacidad de respuesta anabdlica que tiene el hueso al aplicar
un estimulo vibratorio depende de la frecuencia, el tiempo de exposicion y el tipo de
hueso que recibe las vibraciones, referente al ultimo punto, los huesos largos y los
huesos del faciales no tienen el mismo tipo de formacion, estructura y composicion
celular (45). Los huesos faciales se desarrollan a partir de células de la cresta neural,
mientras que los huesos del esqueleto axial se derivan de células del mesodermo,
de igual forma tienen un tipo de osificacion diferente, los huesos largos poseen una
osificaciéon endocondral, mientras que la mandibula tiene se osifica por un proceso
intramembranoso (40). Se ha reportado que los huesos largos y craneales
responden de manera diferente a distintas frecuencias de vibraciones, las
frecuencias que estimulan la formacién 6ésea en huesos largos van de los 30-90Hz,
por lo contrario las frecuencias de 60-120Hz estimulan de mejor manera el efecto
osteogeénico a los huesos de la mandibula (40).

El efecto anabdlico sobre el hueso alveolar que se consigue con las vibraciones
tiene diversas aplicaciones clinicas, como podria ser una regeneracién de hueso
como parte del tratamiento de una periodontitis el cual se caracteriza por la pérdida
de tejido Oseo alveolar, o aumentar la densidad tisular con el fin de prevenir la
recidiva después de un tratamiento de ortodoncia (33). Cabe destacar que la fase
de retencién de un tratamiento de ortodoncia se define como el mantenimiento de

la posicion de los 6rganos dentales después del tratamiento de ortodoncia con el



objetivo de que puedan cumplir su propdsito estético y funcional a lo largo del tiempo
que ya no se tienen los Brackets, es la fase final del tratamiento y forma parte

importante del seguimiento del tratamiento (46).

En la actualidad existen pocos estudios que explorar la posibilidad de utilizar las
vibraciones como parte de un protocolo de retencién, unos autores sostienen que
no hay diferencia significativa entre usar o no vibraciones (35,42), por otra parte, se
ha demostrado que un protocolo de estimulacion de incremento acumulativo de
VMBF, que consiste en aumentar cada tercer dia la frecuencia a la que se expone
el hueso alveolar pueden reducir la cantidad de recidiva en dientes que fueron
traccionados con fuerzas ortoddnticas (33).

Al mismo tiempo las terapias de aplicacion local de vibraciones mecanicas se
emplean para regular el tono y aliviar el dolor muscular, e incrementar el flujo
sanguineo y circulacion linfatica, normalmente se emplean en tratamientos de
patologias cronicas que afectan articulaciones, tendones o musculos,
recientemente las VAF han demostrado ser utiles en la terapias para tratar
desordenes de musculos relacionados con la articulacion temporomandibular(ATM),
a través de disminuir la tension y dolor muscular de la zona de la ATM (47).

Las estructuras que conforman el periodonto contribuyen a la articulacién del diente
sobre el alveolo, el cual se compone de hueso, cemento y ligamento; asi mismo el
hueso alveolar se encuentra en constante remodelacion a consecuencia de la
adaptacion de cargas mecanicas asociadas a la funcion del aparato
estomatognatico. La periodontitis provoca un deterioro irreversible de los tejidos de
soporte, hasta finalizar en la pérdida de 6rganos dentarios dando lugar a problemas
funcionales y estéticos (48,49). Por ende la periodontitis se va a caracterizar por la
liberacion de mediadores inflamatorios 0 enzimas como las metaloproteinasas, las
cuales poseen funciones de remodelacién y degradacion patoldgica tisular; dentro
de la familia de las metaloproteinasas, la MMP-8 es la que tiene mayor actividad
durante la periodontitis, ya que al activarse destruye las fibras de colageno tipo 1,
evidenciada mediante su elevacion en saliva o liquido crevicular (50). Para mejorar

la calidad de vida de pacientes afectados por la periodontitis, es importante



concentrarse en prevenir la perdida de hueso alveolar, y a su vez favorecer la

formacion de este (50).

Porlo que se refiere a los beneficios potenciales del tratamiento ortoddntico
realizado en pacientes con antecedentes periodontales, destacan la reduccion de la
migracion patologica, el control de la placa bacteriana y el establecimiento de una
oclusion ideal que promueva la regeneracion de los tejidos periodontales, sin
embargo es importante enfatizar que deben ser utilizadas fuerzas ligeras durante
las mecanicas ortodonticas para reducir el dafio tisular (51). Zhang et al. en el 2017
demostraron que la aplicacion de un tratamiento combinado entre ortodoncia y
periodoncia puede ser benéfica para el control de niveles de citocinas inflamatorias
en pacientes adultos con periodontitis, y con ello contribuir a la regeneracion del
tejido danado, incrementar la fijacion dental, y restaurar la funcion tanto masticatoria

como estética (51).

LIPOPOLISACARIDOS

Los lipopolisacaridos (LPS) son polimeros compuestos de lipidos y azucares que
son segregados por la pared celular de bacterias Gram negativas después de la
eliminacién de la bacteria patdgena, existe evidencia de que los LPS activan
procesos celulares a través de los receptores transmembrana tipo Toll 4 (TLR4) e
inician el proceso inflamatorio (52). Para el propésito de este estudio, es
fundamental recrear un ambiente inflamatorio in vitro que mimetice las condiciones
a las cuales son expuestas las células durante la enfermedad periodontal, en
previos estudios se han utilizado los LPS en distintas concentraciones sobre los
cultivos celulares, al crear un ambiente de inflamacién que ayude a estimular la

liberacidn de marcadores inflamatorios en cultivos celulares (53).

CORRELACION ORTODONCIA, VIBRACIONES Y PROBLEMAS
PERIODONTALES

El uso de vibraciones en ortodoncia se centra en acelerar el movimiento dental, sin

embargo, existen otras posibles aplicaciones tales como: reducir las zonas



hialinizadas durante el movimiento dental lo cual disminuye la agresion al periodonto
y en ausencia de compresién estimula la formacién 6sea que a su vez aumenta la
densidad (36). Lo descrito anteriormente representa gran utilidad si se relaciona a
pacientes con antecedentes de enfermedad periodontal, los cuales requieran de un
tratamiento combinado con ortodoncia. El uso de vibraciones se puede aplicar en
diferentes tiempos, primero, antes de iniciar el tratamiento para mejorar la densidad
Osea del paciente previo a la ortodoncia, segundo, durante el tratamiento con el
propdsito de favorecer el remodelado 6seo, y a su vez reducir la cantidad de fuerzas
aplicadas al periodonto, y finalmente, postratamiento, al aumentar la densidad 6sea
y contribuir la fase de retencion.

Para evaluar la posible influencia de las VAF, es necesario observar un ambiente
clinico que combine el tratamiento ortodontico junto con el estado de afectacion
periodontal del paciente, lo cual resulta imposible éticamente, es por ello que se
requiere disefar un modelo in vitro que simule dicho proceso mediante la
compresion mecanica y la generacion del proceso periodontal durante los diferentes
momentos del tratamiento, a su vez, logre cuantificar el perfil de biomarcadores
expresados en células expuestas a dichos estimulos, para ello existen pruebas de
laboratorio que permiten cuantificar el ARN o DNA y obtener un perfil molecular.
Una de las pruebas que se debe utilizar para cuantificar de manera objetiva las
expresiones genéticas es la PCR en tiempo real.

PCR TIEMPO REAL

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica inventada por Kary Mullis
en 1985 (54), ampliamente utilizada en la biologia molecular, dado que permite
reproducir in vitro millones de copias de ADN, amplificando de manera exponencial
la expresion genética por cada ciclo, empleando una muestra de ADN (55).Por ello,
es usado de manera rutinaria para detectar secuencias de ADN o ARN de material
celular, fluidos corporales y bacterias(54). Dicha técnica se optimizo de manera
notable al momento de cuantificar la amplificacion de ADN en tiempo real, por medio
de la cuantificacion de la fluorescencia, para ser denominada PCR en tiempo real



(RT-PCR) (56).Esta es una de las variantes que se usa para detectar y cuantificar
perfiles de expresion de genes especificos midiendo la fluorescencia en cada ciclo,
la intensidad de la fluorescencia es la sefial que refleja la cantidad de ADN en una
muestra en un tiempo determinado (56)(57); la alta especificidad de la RT-PCR
propicia a que sea la primera eleccion en pruebas de laboratorio donde el interés
sea detectar las dinamicas de expresiones genéticas en microambientes in vitro
(57). Aplicada a nuestra investigacion esta prueba resulta de gran utilidad para
cuantificar la actividad de la OPN, de una forma rapida y confiable, en un modelo in

vitro.

3.2. Antecedentes especificos

Con el fin de investigar la relacion entre las vibraciones de alta frecuencia y el hueso

alveolar, se han realizado diversos estudios con diferentes marcadores y modelos.

Como resultado de lo anterior Nettelhoff et al. en un cultivo de osteoblastos aplico
compresion mecanica la cual fue generada en una atmosfera humificada de CO2 y
95% de aire a 37°C usando un Flexcell Compression Plus System a una magnitud
definitiva de 5 % generando 2 ¢/Nmm? y 10% generando 4 ¢/Nmm? por 12 horas
aplicada a las células para simular fuerzas ortodénticas moderadas, se analizaron
los marcadores de fosfatasa alcalina, osteocalcina, OPN y RANKL con una PCR de
transiciéon reversa, ademas aplicaron la prueba ELISA que cuantificd la OPN; como
resultado reportan que la mayor expresion de fosfatasa alcalina se obtiene al aplicar
4 ¢/Nmm? de presion p<0.05, asi como el RANKL y la OPN alcanzan su pico de
expresion a los 2 ¢/Nmm? p<0.05, los autores concluyen que la OPN juega un rol
crucial en el proceso de remodelacidon y se debe realizar una mayor cantidad de
estudios para determinar el rol de la OPN durante los movimientos ortodonticos (58).

Se puede sefialar también que Li et al. dentro de su trabajo para observar el efecto
que tienen las Vvibraciones sobre los osteoblastos, estimularon células
osteoblasticas con un esquema de vibraciones de 35 Hz por 20 minutos al dia
durante 5 dias, cuantificaron la OPN como regulador de la mineralizacién de la



matriz extracelular, en sus resultados reportan que los niveles de OPN fueron

mayores en osteoblastos que recibieron el estimulo vibratorio p <0.01 (59).

Algo semejante ocurre en el trabajo de Choi et al. en el cual investigaron el efecto
de las vibraciones sobre la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, para lo
cual expusieron a los osteoblastos a frecuencias de 0 Hz, 30Hz y 300Hz durante 30
minutos por un dia, usaron la PCR en tiempo real y cuantificaron la OPN como
biomarcador de formacion ésea. Como resultado se obtuvo que la OPN se sobre
expreso en el grupo que recibié 30Hz, y los grupos con OHz y 300Hz no tuvieron

diferencia estadisticamente significativa (60).

La osteopontina ha sido usada como marcador genético para confirmar actividad
osteogénica, como lo muestra el trabajo de Maredziak et al., quienes por 21 dias
cultivaron células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano en un
medio de cultivo osteogénico y las estimularon con vibraciones de 25 hz, 35Hz y 45
Hz durante 10 min al dia por 21 dias que duré el cultivo; cuantificaron OPN para
observar la actividad osteogénica. Sus resultados dictaminan que los niveles de
OPN se aumentaron respecto al grupo control cuando fueron expuestos a
vibraicones de 25 Hz y 35 Hz, teniendo mayor expresion el grupo de 25 Hz, por otra
parte el grupo que fue estimulado con 45 Hz no tuvo diferencia estadisticaente

significativa (61).

Por su parte Judex et al. cuantificaron el perfil de aceleracién a nivel celular entre
los dos unicos dispositivos de vibraciones enfocados al movimiento ortodéncico, el
AcceleDent® y el VPro5® al estimular osteoblastos, aplicando por 20 min al dia
vibraciones de 30 Hz (AcceleDent®) y 5 minutos al dia de 120 Hz (Vpro5®)
comparandolos con un grupo control, al tercer dia se evaluaron marcadores
moleculares de colageno tipo 1 alfa (COL1A1), Fosfatasa alcalina y el RUNX-2
como indicadores de proliferaciéon osteoblastica y osteogénesis, posteriormente
fueron realizadas pruebas de PCR en tiempo real. En sus resultados observaron
una mayor expresion de estos tres marcadores sobre el grupo control p<0.05, asi
como los osteoblastos estimulados a 120 Hz mostraron una mayor expresion que
los de 30 Hz p<0.05 (28).



Ru-Lin Huang et al. investigd la influencia de un ambiente inflamatorio in vitro con
lipopolisacaridos sobre la proteina-2 morfogenética de hueso (BMP-2) para ello
utilizé células madre mesenquimales de medula Osea primaria, tratadas con
diferentes concentraciones de lipopolisacaridos para asi conseguir un ambiente
inflamatorio ideal, a su vez se cuantifico la expresion TNF-a, IL1B, IL-6, al conseguir
mimetizar un ambiente inflamatorio permanente y efectivo mediante una
concentracion entre 0.25 a 2.5 ug/mL por mas de 48 horas, dando como resultado
la elevacién de las expresiones TNF-a,IL-6 e IL-1B, con este ambiente inflamatorio
se midi6 la actividad de BMP-2, asi como concluir que el ambiente inflamatorio con
lipopolisacaridos ideal es a la concentracion 2.5 ug/mL p<0.05 la cual inhibe la

diferenciacion osteogénica inducidas por las BMP-2 (52).

Asi mismo Morinobu et al. investigo el rol de la OPN durante la osteogénesis
inducida por un estrés mecanico al someter a las suturas sagitales de ratones a una
tension mecanica mediante la colocacion de resortes ortoddnticos, y examind la
expresion de OPN durante la formacidn 6sea, reportando que la OPN era abundante
en la matriz de hueso recién formado p<0.05, ademas los osteoblastos que
formaban hueso dentro de la sutura mostraron altos niveles de OPN p<0.05. con
esto concluyen que la OPN se producen en osteoblastos formadores de hueso que
estan bajo un estrés mecanico (62).

A la par de los estudios mencionados se encuentran los realizados por el doctor
Alikhani et al. quienes en la busqueda de la aplicacion de las vibraciones de alta
frecuencia en el hueso alveolar han publicado estudios con modelos de ratas y
humanos, en los cuales muestran los diferentes efectos de las vibraciones

dependientes del ambiente bioldgico en el cual se aplique (32,36,63).

Es con base en lo anterior que Alikhani et al. dentro de sus primeros estudios,
evaluan el efecto de las vibraciones de alta frecuencia en la cicatrizacion alveolar
mediante un ensayo en 85 ratas a las cuales se les extrajo el tercer molar superior
derecho y se dividieron en 3 grupos, un grupo control y dos experimentales, el
primero recibio vibraciones de alta frecuencia de 120 Hz,0.3g y el segundo recibid
4 ue (microesfuerzo) de fuerza estatica, en los resultados reportan que el alveolo



cicatrizo 62% y 16% p<0.05 respectivamente al dia 56 en los grupos de vibraciones
y fuerza estatica; en el grupo de vibraciones, la densidad ésea fue un 28% mayor
p<0.05, junto con la cantidad de hueso, el marcador de RUNX-2 se expreso en
mayor cantidad en el grupo de vibraciones, para concluir que la aplicacién de las

vibraciones mejoro la cicatrizacion ésea en el alveolo de extraccion (32).

Alikhani et al. en el 2017 demostraron que las vibraciones de alta frecuencia ayudan
a la regeneracion del hueso alveolar al llevar a cabo un estudio en ratas donde
aplicaron vibraciones de alta frecuencia en la cara oclusal del primer molar superior
derecho por 5 min al dia durante 28 dias, al final las ratas fueron sacrificadas y se
evaluo la respuesta del hueso alveolar empleando tomografia computarizada,
microscopia fluorescente, expresion genética por PCR de transcripcion reversa e
histologia, al cuantificar marcadores genéticos de RUNX2 y BMP2, los resultados
reportan que las frecuencias entre 60 Hz y 100Hz poseen mayor actividad
osteogénica en ausencia de cualquier carga adicional p<0.05, al presentar un
incremento en el volumen éseo, densidad de mineralizacion 6ésea y aumento en

marcadores osteogénicos como Runx2, BMP2 (63).

Es en base en lo anterior que el doctor Alikhani llegé a descubrir que las VAF
aplicadas al hueso alveolar poseen dos efectos sujetos al ambiente en el cual sean
aplicadas, primero al emplear VAF en hueso alveolar en condiciones fisiologicas, se
da como resultado un efecto anabdlico donde se observa el aumento en la densidad
y formacion 6sea, el segundo efecto, es el catabolico llevado a cabo en condiciones
inflamatorias y dependiente de las cargas mecanicas sobre el ligamento que

propicien la inflamacion para obtener un aumento en la reabsorcion 6sea (36).

Para corroborar lo anterior, Alikhani et al. en el 2018 elaboraron un estudio en ratas
con diferentes grupos, uno que no recibié ningun estimulo(control), y otro de
referencia al cual se le colocé un resorte de cierre en adicion a una fuerza de 10 cN
o 25 cN por 1 mm de activacion, los grupos experimentales recibieron fuerzas
ortodonticas en el primer molar superior derecho mediante un resorte de cierre con
una fuerza de 10 cN o 25 ¢cN por 1 mm de activacion, los cuales fueron expuestos
a diferentes vibraciones de 30 Hz, 60 Hz y 120 Hz con diferentes aceleraciones de



0.01g,0.05gy0.1gytiempos de 50 10 minutos, luego de ello se midieron varios
marcadores de los cuales se puede resaltar la quimiocina motivo C-C ligando2
(CCL2), IL-B, TNF-a y RANKL; en sus resultados reportan que la frecuencia de 120
Hz por 10 minutos tuvo la mayor cantidad de movimiento dental; a su vez destacan
que usando vibraciones de 120Hz 0.05 g de magnitud junto con fuerzas ortoddnticas
encontraron una mayor expresidn en la cantidad de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias como CCL2, IL-3,TNF-a, y RANKL p<0.05 (36); De igual forma en
sus resultados observaron un incremento en la cantidad de osteoclastos en el grupo
experimental aplicando vibraciones y fuerzas ortoddnticas p<0.05. Evidenciando el
efecto paraddjico, ya que por un lado la aplicacién de vibraciones mas una fuerza
ortodoncica genera inflamacién, seguido del remodelado 6seo; mientras que por
otro lado en ausencia de fuerzas ortodonticas y de inflamacion los marcadores
proinflamatorios no se elevan y aumenta la densidad ésea, concluyendo que las
vibraciones de alta frecuencia sumadas a la aplicacion de fuerzas ortoddnticas
producen un efecto catabdlico que tiene un impacto clinico y que en ausencia de

fuerzas ortodonticas tiene un efecto anabdlico (36).

Es este efecto anabdlico descrito por el Alikhani et al. que puede ser aplicado para
favorecer el aumento de densidad ésea.

Recientemente Oztiirk et al. evaluaron la capacidad de las VAF sobre un modelo de
estudio de retencion ortoddntica, para lo cual usaron ratas a las cuales se coloco un
resorte de cierre con 50 cN de fuerza entre el incisivo y el molar por 10 dias,
posteriormente al remover el resorte aplicaron vibraciones de alta frecuencia por 10
minutos cada dia durante 15 dias en el primer grupo, mientras que en el segundo
por 7 dias, posteriormente se usé tomografia computarizada y PCR en tiempo real
para valorar el espesor 0seo junto con marcadores de remodelacion tales como
COX-2 y RANKL,; por lo consiguiente descubrieron que el uso de las VAF redujeron
los marcadores de reabsorcion Osea e inflamacion, ademas de incrementar el
trabeculado 6seo, con ello concretaron que el uso de VAF en fases posteriores al
movimiento de ortodoncia reducen la reabsorcion 6sea e incrementan la calidad del

hueso, disminuyendo la cantidad de recidiva del movimiento dental (33).



Por una parte uno de los estudios mas recientes a cargo de Mehment et al. tuvo el
objetivo de comprender los posibles cambios en las suturas craneales y la parte de
la calvaria 6sea al ser expuestas a vibraciones, cuantificando parametros
microestructurales o0seos tales como grosor de las suturas craneales, densidad
mineral 6sea (DMO), el volumen éseo/volumen tisular (VB/VT), el indice de modelo
estructural (IME), el grosor trabecular (G.Tb), el numero trabecular (N.Tb) y la
separacion trabecular (S.Tb), para lo cual aplicaron vibraciones de 30 Hz por 20
minutos diarios durante 30 y 60 dias en la zona de la articulacion
temporomandibular. Como resultado reportan que la exposicion a vibraciones
aumento significativamente la altura y la anchura craneales, asi como las suturas
parietotemporal y sagital (P = 0,021). El numero y la separacion trabecular
aumentaron, pero el grosor trabecular se redujo en los grupos con vibraciones en
comparacion con los grupos de control, segun el analisis estructural p = 0,048.
Aunque las densidad mineral 6sea de los grupos que recibieron vibraciones

disminuyd, sus densidades de volumen/tejido 6seo no se alteraron (64).

Como parte importante de nuestra investigacion es relevante enfatizar la relacion
multidisciplinaria entre ortodoncia y periodoncia con tratamientos basados en
evidencia con el objetivo de alcanzar mejores resultados y prondsticos mas

favorables para el paciente afectado por maloclusiones y enfermedad periodontal.

Con objeto de profundizar en la importancia de la combinacion entre el tratamiento
de ortodoncia junto con el periodontal, Zhang et al. disefiaron una pesquisa para
evaluar los niveles de citocinas proinflamatorias en pacientes con periodontitis, con
una muestra poblacional de 117 pacientes con enfermedad periodontal que fueron
asignados aleatoriamente hacia un grupo base el cual recibidé el tratamiento
periodontal pertinente o un grupo combinado quien recibo el tratamiento periodontal
junto con tratamiento de ortodoncia, ademas, 52 pacientes sanos como grupo
control, en cada grupo se monitoreo los siguientes parametros: profundidad de
bolsa, movilidad dental, indice de placa, niveles de insercion clinica, indice de
sangrado al sondeo, aparte de tomar muestras del liquido crevicular que fue
sometido a una prueba ELISA para cuantificar los niveles de citocinas



proinflamatorias tales como: proteina C reactiva de alta sensibilidad, IL-18, IL-5, IL-
6, IL-8, TNF-ay PGE2. Dando como resultado que a los primero 6 meses de
tratamiento el grupo combinado entre ortodoncia-periodoncia muestran una mayor
reduccion en los parametros periodontales junto con las citocinas proinflamaotrias
en comparacion el grupo base p<0.05, después de 18 meses los parametros
periodontales y citocinas proinflamatorias del grupo combinado continuaban por
debajo del grupo base p<0.05 (51).

Asi mismo Hye-Young et a. encontro resultados similares, a lo anterior mencionado,
al investigar la asociacion entre el tratamiento ortoddntico y la periodontitis con una
muestra de 14,693 sujetos mayores de 19 afos, divididos en 2 grupos, con
tratamiento ortoddncico y otro grupo control, los cuales se sub dividieron en dos, un
grupo con enfermedad periodontal y otro sin enfermedad periodontal; fueron
evaluados con el indice periodontal comunitario de la OMS, como resultado se
obtuvo que el porcentaje de prevalencia de periodontitis en pacientes que tuvieron
tratamiento de ortodoncia fue menor con un p<0.05 (65).

Es por lo anterior que se evidencia la estrecha relacion que existe entre Orto-Perio,
si bien por una parte mejora el estado de los tejidos de soporte, reduce citocinas
patoldgicas y mejora el acceso a la higiene, por otra parte, si no se tiene un estricto
control de higiene o no lleva a cabo un correcto diagnostico y tratamiento, la propia
aparatologia de ortodoncia puede agravar el estado clinico del paciente. Por ello es
fundamental iniciar un tratamiento libre de factores perjudiciales y realizar
procedimientos que favorezcan y fortalezcan el estado periodontal previo, durante
y post tratamiento.

4. Planteamiento del problema y pregunta de investigacién

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad el manejo interdisciplinario nos ha llevado a trabajar con un mayor
numero de pacientes que tienen o tuvieron afeccion periodontal y requieren de una

rehabilitacion oral, sustentado en los antecedentes presentados se destaca la



estrecha relacion que existe entre la ortodoncia y la periodoncia. Dado que la
ortodoncia trabaja a través del hueso y ligamento periodontal, por consiguiente los
pacientes que tuvieron enfermedad periodontal precisan procedimientos de mayor
complejidad, ya que se trabaja sobre tejidos de soporte dental afectados y que no
estan totalmente regenerados, estos procedimientos incluyen biomecanicas con
fuerzas ligeras, para evitar agravar o aumentar el dafio al tejido de sostén,
coadyuvantes para aumentar la calidad y cantidad del hueso alveolar como lo son
las vibraciones de alta frecuencia. Enfatizando la problematica actual, es que los
dispositivos de vibraciones ya estan en el comercio y los estudios que reportan el
aumento de hueso alveolar usando vibraciones de alta frecuencia son a nivel clinico
en animales, no existen suficientes estudios a nivel in vitro que demuestre y
justifique la el uso de las vibraciones para aumentar los marcadores de formacion
0sea como lo es la OPN en un modelo de células osteogénicas simulando una
enfermedad periodontal tratada junto con el tratamiento ortodontico, aunado a esto
en la Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla
(FEBUAP) carece de un protocolo para la elaboracién y mantenimiento de cultivos

celulares, el cual es indispensable para realizar investigacion in vitro.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El protocolo para cultivo celular de osteoblastos y fibroblastos, es adecuado y
viable para desarrollar una linea celular en la FEBUAP?

¢Los dispositivos vibratorios son adecuados para la estimulacion vibratoria de

células?

5. Justificacion

La aplicacion de vibraciones de alta frecuencia como coadyuvante en el tratamiento
de ortodoncia se ha concentrado en la aceleracion del movimiento dental al implicar
un aumento de la diferenciacion celular, que a su vez lleva a disminuir los tiempos
del tratamiento, fendmeno que carece de sustento cientifico a nivel in vitro, no

obstante las vibraciones de alta frecuencia tienen como efecto el inducir el



incremento en la densidad y la formacién ésea en ausencia de una carga mecanica
como lo son las fuerzas ortodonticas, hasta el momento no existe evidencia
suficiente que sustente todos los beneficios que ofrecen los dispositivos vibratorios
encontrados de manera comercial, por consiguiente es necesario dilucidar este
fendbmeno anabdlico; esta investigacion plantea evaluar si el uso de las vibraciones
de alta frecuencia resultan utiles para fomentar la osteogénesis estableciendo una
alternativa en la atencién a pacientes periodontalmente comprometidos, ya que esto
implicaria la posibilidad de aumentar la calidad y cantidad de hueso previo al
tratamiento y post tratamiento como parte de la fase retentiva. A su vez los
resultados del proyecto darian pauta a nuevas investigaciones que se enfoquen al
efecto de formacion de tejido 6seo a nivel in vivo con poblaciones animales o

humanos.

Es necesario destacar que la presente investigacion creara un protocolo para poder
realizar cultivo celular de osteoblastos y fibroblastos, lo cual sera necesario para
realizar experimento in vitro en células que colaboran en la osteogénesis y
remodelado 6seo, mediante el cual se simulara la enfermedad y tratamiento
periodontal, al agredir las células con lipopolisacaridos, y posteriormente
removerlos, continuando con el uso de vibraciones de alta frecuencia (120hz) como
factor mecanico osteogénico, obteniendo asi como resultado la cuantificacion de la
expresion de la OPN como marcador osteogénico. Al mismo tiempo es
indispensable calibrar los dispositivos vibratorios Vpro5® con la finalidad de
cerciorarse de aplicar un estimulo correcto en los futuros protocolos de

investigacion.

6. Hipotesis

HIPOTESIS EXPERIMENTAL:

El protocolo para cultivo celular de osteoblastos y fibroblastos es adecuado y viable
para desarrollar una linea celular en la FEBUAP

Los dispositivos vibratorios son adecuados para la estimulacion vibratoria de células



HIPOTESIS NULA:

El protocolo para cultivo celular de osteoblastos y fibroblastos NO es adecuado y
viable para desarrollar una linea celular en la FEBUAP

Los dispositivos vibratorios NO son adecuados para la estimulacion vibratoria de

células

7. Objetivos

7.1. Objetivo general
Creacién de un protocolo para cultivo celular de osteoblastos y fibroblastos viable
dentro de las instalaciones de la Facultad de Estomatologia de la BUAP.

Valorar la fiabilidad de los dispositivos de vibracion Vpro5®

7.2. Objetivo especifico

ESPECIFICOS

1. Elaborar un protocolo paso a paso con imagenes ilustrativas para el correcto
manejo y creacion de cultivos celulares a partir de células crio-preservadas.

2. Calibrar los dispositivos de vibracion Vpro5®

8. Material y métodos

8.1.Diseno del estudio

e Observacional
e Analitico

e Longitudinal

e Prospectivo

e [nvitro



8.2.Poblacion y muestra
POBLACION

Osteoblastos y fibroblastos en criopreservacion donadas por la Dra. Lia Hoz
Rodriguez del del laboratorio de biologia periodontal en la facultad de odontologia
division de estudios de posgrado e investigacion de la Universidad Nacional

Autonoma de México.

Dispositivos vibratorios Vpro5® adquiridos por la Facultad de Estomatologia de la
BUAP.

MUESTREO

Dos crioviales que contienen osteoblastos y otro con fibroblastos con un volumen

de muestra de 100 a 250 pL, preservadas a -80°C.

8 dispositivos vibratorios Vpro5® adquiridos por la Facultad de Estomatologia de la
BUAP.

8.3.Criterios de seleccion

8.3.1.Inclusién _ -
e Dispositivos en buen estado

e Células en criopreservacion a -80°C. ] -
e Dispositivos con 100% de carga

e (Células adheridas. ) . , .
e Dispositivos con partes con piezas originales

e (Células sin contaminacion.

8.3.2. Exclusioén.

e Mal manejo de la muestra, al no presentar las condiciones de incubacion
antes mencionadas.

e Presencia de turbidez del medio.

e Presencia de granulos en el sobrenadante.

e Presencia de bacterias en el medio.

e Dispositivos que hayan sido reparados

e Dispositivos con falla en duracion de la vibracion



8.4.Variables

Variables independientes

. Definicion conceptual Escala Definicion
Variable .
operacional
Periodo determinado durante el | Cuantitativa Horas
Tiempo ue se realiza una accion
g Razén discreta 0, 12, 24 horas
Oscilaciones  que  ocurren | Cuantitativa Hertz (Hz)
) , alrededor de wun punto en ,
Vibraciones equilibrio Razén 120Hz
Discreta
Variables dependientes
Células formadoras de hueso | Cuantitativa Concentracién por
Osteoblastos que surgen de células volumen
recursoras mesenquimales
P g 1x10“*ml
Células de origen mesenquimal | Cuantitativa Concentracién por
que participa en la homeostasis volumen
Fibroblastos de los tejidos, crean y mantienen
1x10“*ml

un conjunto  de
conectivos.

tejidos

8.5.Concordancia y Fiabilidad

Previa estandarizacion intra e inter operacional mediante el coeficiente de

correlacion intraclase en técnicas de cultivo celular y aplicacion de vibraciones, con

un coeficiente de correlacion intraclase para obtener concordancia de los

investigadores mayor a 0.80.

La manipulacion de los crioviales fueron supervisados por el Dr. José Everardo

Avelino Cruz del Instituto de Fisiologia de la BUAP, quien es experto en manejo de

cultivo celular. La calibracion de los dispositivos de vibracion fue en supervision con

el doctor Miller de la facultad de Fisico Matematicas de la BUAP.




Se aplicé un sistema de aleatorizacion simple para seleccionar el dispositivo que se
calibré con el plato de cultivo y plato de cultivo junto con agua. El total de los
resultados seran reportados, asi como todos los datos completos de la

investigacion.

8.6.Ubicacién espaciotemporal
Los resultados preliminares de este estudio se realizaron en las instalaciones de
Instituto de Fisiologia, Facultad de Fisico matematico y la Facultad de
Estomatologia (FEBUAP) de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

8.7.Procedimientos, técnicas y fuentes de recoleccion
FUENTE DE RECOLECCION

Primarias:

Osteoblastos y fibroblastos que fueron donadas por la Dra. Lia Hoz Rodriguez del
laboratorio de biologia periodontal en la facultad de odontologia divisién de estudios
de posgrado e investigacion de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Cuantificando la expresion osteopontina en osteoblastos fetales tratados con

lipopolisacaridos, aplicando vibraciones de alta frecuencia.

Dispositivos vibratorios Vpro5® adquiridos por la Facultad de Estomatologia de la
BUAP.

PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

PROTOCOLO PARA LA CREACION DE CULTIVO CELULAR A PARTIR DE UN
CULTIVO CONGELADO.

Cultivo celular

El cultivo celular se cre6 a partir de osteoblastos y fibroblastos donados por la Dra.
Lia Hoz Rodriguez del del laboratorio de biologia periodontal en la facultad de
odontologia division de estudios de posgrado e investigacion de la Universidad
Nacional Auténoma de México.



Los osteoblastos fueron preservados en un vial criogénico a una temperatura de

-80°C, el proceso para la creacion del cultivo celular consistio en:

Descongelacion del crioval

1. Se descongelaron los crioviales en bafio maria a 37°C durante 2 min.

2. En la campana de cultivo se agregd 1ml de DMEM-FBS 10% al criovial. Se
resuspendio 3 veces.

3. Se sembro el contenido del criovial en una caja Petri de 35 mm, previamente
marcada con el tipo de célula.

4. Se agrego 1 ml mas de medio a la caja Petriy se incub6 a 37°C, 5% CO:2 durante
4 horas.
4.1.Nota: este ml. paso primero al crioval para lavar por dentro todas las paredes

para remover todo lo que haya quedado.
5. Pasado el tiempo se realizé el recambio de medio con DMEM-FBS 10%.
6. Se observaron al microscopio y se anotaron las observaciones.

7. Se cambid el medio en 24h.
Mantenimiento del cultivo celular

Cambio de medio cada 2 a 3 dias

Proceso:

1. Se saco la caja de Petri de la incubadora.
a. Se trabajo en cajas de 35mm con 2ml de volumen de trabajo.

2. Se observaron las células al microscopio.

a. Se observd que no esté contaminado el medio, que existan células

vivas y calcular la confluencia por campo visual en 40x y 20x.

Se paso la caja Petri a la campana de flujo laminar.

Se retiro el volumen de trabajo (2ml) de medio de cultivo.

Se agreg6 2ml de medio DMEM-FBS 10%.

Se regresaron a la incubadora a 37°C, 5% COa.

o o &~ w



Lavado celular

Proceso:

1.

Se saco la caja de Petri de la incubadora.
a. Se trabajo en cajas de 35mm con 2ml de volumen de trabajo.

Se observo el cultivo de células al microscopio.

a. Se observo que no esté contaminado el medio, que existan células

vivas y calcular la confluencia por campo visual en 40x y 20x.

3. Se paso a la caja Petri a la campana de flujo laminar.

4. Se retir6 el volumen de trabajo (2ml) de medio de cultivo.

5. Se agregd 1 ml de solucion salina buffer de fosfato (PBS).

a. Para la elaboraciéon del PBS consultar la tabla 1.

Se giro la solucion PBS alrededor de la caja Petri con movimientos circulares

y movimientos hacia adelante y hacia atras durante 1 min.
Se retird 1 ml de PBS.

Se repitio el paso 6 y 7 por dos ocasiones mas.

Se agreg6 2 ml de medio DMEM-FBS 10%.

10.Se regreso a la incubadora a 37°C, 5% COa.

Tabla1. Formula y cantidades para la elaboracién de salina buffer de fosfato.

Reactivo Cantidad para anadir | Concentracion final | Cantidad para afiadir Concentracion
(para solucién 1X) (1X) (para solucion 10X) final (10X)
NaCl 8g 137mM 80g 1.37TM
KCL 0.2g 2.7mM 29 27TmM
Naz2HPO4 1.44g 10mM 14.4g 100mM
KH2PO4 0.249g 1.8mM 1.89 18mM
Si es necesario, el PBS se puede suplementar con lo siguiente:
CaCl2 2H20 0.133g 1mM 1.33g 10mM
MGCI2 6H20 0.10g 0.5mM 1.0g 5mM

El PBS puede prepararse como solucién 1X o como solucion 10X. Para preparar 1 litro de PBS 1x 0 10X,
disuelva los reactivos mencionados anteriormente en 800 ml de H20O. Ajuste el pH a 7,4 (0 7,2, si es
necesario) con HCL y, a continuacién, afiada H20 a 1L. Dispensar la solucidn en alicuotas y esterilizarlas
en autoclave durante 20 min a 15 psi (1,05 kg/cm2) en ciclo liquido o mediante esterilizacion por filtro.
Almacenar el PBD a temperatura ambiente.

Cold Spring Harb Protoc; 2006; doi:10.1101/pdb.rec8247




Resembrado

Tripsinizaciéon

1.

o o &~ w

8.
9.

Se saco la caja de Petri de la incubadora.
a. Se trabajo en cajas de 35mm con 2ml de volumen de trabajo.

. Se observo las células al microscopio.

a. Se observo que no esté contaminado el medio, que existan células
vivas y calcular la confluencia por campo visual en 40x y 20x.
Se paso la caja Petri a la campana de flujo laminar.
Se retiro el volumen de trabajo (2ml) de medio de cultivo.
Se agregod 1 ml de solucion salina buffer de fosfato (PBS).
Se giro la solucion PBS alrededor de la caja Petri con movimientos circulares
y movimientos hacia adelante y hacia atras durante 1 min.
Se retird 1 ml de PBS.
Se repitio el paso del 5 al 7.

Se agregd 1m de Tripsina 1x al 0.25%.

10. Se inici6 un crondmetro por 7 min.

a. Del minuto 1 al 4 se dej6 reposar la tripsina.
b. Del minuto 4 al 7 se resuspendio el contenido.
Proceso de resuspencién
i. Se tomaron 800ml del contenido celular en una micropipeta.
ii. Se fue vertiendo el contenido dentro de la caja de Petri de abajo
hacia arriba y en sentido a favor de las manecillas del reloj y
por todas las orillas de la caja de Petri.
iii. Se giro la caja para repetir el proceso en otras zonas.



iv. Ver figura 1.

1 4
3 2

Direccion de la resuspencion sy
Direccion de giro de la caja Petri 0

El nimero representa la zona

Figura 1. Diagrama del movimiento de la resuspencion. Fuente propia.

11. Se Agrego 1 ml de DMEM-FBS 10%, esto inactiva la accion de la tripsina.
12.Se resuspendio 30 veces.

a. Nota: en este paso la resuspencion se puede hacer tomando 800ml
con la micropipeta y soltando poco menos de esa cantidad en la
misma zona que se tomo, se debe girar la caja de igual forma.

13.Se observo al microscopio

a. Se observdé que no haya contaminacién y que las células estén
desprendidas del fondo de la caja de Petri.

14.Esta listo para resembrar.

15. El diagrama didactico de este proceso se puede observar en la figura 2.

Agregar Quitar

e \e |

Volumen 2 mi
—



Agregar

g

Quitar

g

Volumen 2 ml
2 ml DMEM-FBS
1 ml PBS 1x
q 1 ml PBS 1x
1 ml PBS 1x Q
Q 1 ml PBS 1x

1 ml Tripsina 1x
(0.25%) Q

Solo se tiene 1 ml de volumen
Agregar 1 ml de DEMEM para
completar los 2 ml de volumen

1ml DMEM -
FBS 10% Q

1 - 4 min — dejar reposar
Incubar 7 min
4 - 7 min = resuspendido

Resuspender 30 veces
Nota: se debe separar las células
y levantarlas del sustrato

Observar al microscopio

Resuspender levemente: para conseguir una distribucién
homogénea de células
Nota: siempre resuspender antes de pasar las células

\4

Resembrar

Figura 2. Diagrama del proceso de tripzinizacion. Fuente propia.

Resembrado

Para resembrado la confluencia dentro de la caja de Petri fue de 100%

Se calculd la disolucion de células que quieres resembrar, €j.

1: 10 — 1 parte de células + 9 partes de medio



1: 4 — 1 parte de células + 3 partes de medio

Para este protocolo se decidio trabajar con disoluciones de 1:10 por el

volumen celular con el que se trabajo
Proceso:
Confluencia celular: 100%
Volumen de trabajo 2ml (2000puL)
Disolucién de resembrado: 1: 10 = 200uL de células + 1800uL de DMEM-FBS10%

1. Setrabajo dentro de la campana de flujo tomas tu caja de Petri con las células
previamente tripsinizadas.
2. Se resuspendio 3 veces para crear una mezcla homogénea de células.

a. Nota: en este paso la resuspencion se puede hacer tomando 800ml
con la micropipeta y soltando poco menos de esa cantidad en la
misma zona que se tomo, se debe girar la caja de igual forma.

3. Se tomdé 200uL de las células y pasarlas a una caja de Petri nueva
previamente marcada.

a. Lacaja de Petri nueva fue marcada con: Tipo celular, pasaje, densidad
a la cual se sembr¢, fecha, numero de caja, experimentador.

4. Se agreg6 1800uL de DMEM-FBS 10% fresco en la caja donde se resembro
5. Se observo al microscopio.

a. Se observd que no haya contaminacion y que las células no hayan

cambiado de forma o estén ponchadas.
6. Seincubd a 37°C, 5% CO..
7. Se mantuvo en observacion constantemente y cambiar de medio a las 24

horas.
Elaboraciéon de 500ml de medio de cultivo DMEM-FBS 10%

1. Se vertié 450 ml de medio esencial de cultivo en un frasco de cristal estéril
graduado para medio de cultivo.
2. Se agrego6 50 ml de suero fetal bovino estéril.



3. Se agregd 5ml de antibidtico combinado con antimicotico calculando una
concentracion de 100u/ml de penicilina.
a. Antibiotico combinado contiene:
i. Penicilina 10,000 u/ml
ii. Estreptomicina 10 yg/ml
iii. Anfotericina B 25 pg/ml.

Formula para calcular las unidades de penicilina Nuestro antibiotico tiene 10,000u por 1mi
Concentracion: 100 u — 1 ml 10,000 —»1ml
100 u — 1ml 100,000 — x
x —1000ml x=10ml
x = 100,000 u para un litro Se necesitan 10 ml de antibiotico para 1 litro

para obtener la concentracién de 100u/ml

En 500 ml se necesitan 5ml de antibiético
Caracterizacion de los dispositivos de vibraciéon

Se calibraron 8 dispositivos de vibracion Vpro5 de la casa comercial PROPEL
usando un Vibrometro laser Doppler OMS LaserPoint LPO1. Las pruebas
consistieron en cargar la bateria del dispositivo al 100% de todos los dispositivos y
medir diferentes puntos y en diferentes escenarios (figuras 3-5), esto se realiz6 en

3 etapas:



Etapa 1: Medir 9 puntos
del dispositivo

Fig 3. Fuente propia

Etapa 2: Medir 5 puntos
del dispositivo con una
caja de Petri encima

Etapa 3: Medir 5 puntos
del dispositivo con una
caja de Petri encima

Fig 4. Fuente propia

8.8. Recursos materiales

agregando agua

Fig 5. Fuente propia

Material — Instrumental

e Campana de flujo laminar

Frascos o placas de cultivo

e Incubador

Pipeteador

e Centrifuga

Puntas de pipeta 1000uL y 200uL

e Microscopio Invertido

Medio de cultivo

o Refrigerador

Suero fetal bobino

e Congelador

Solucion salina buffer de fosfato (PBS)

e (Camara de Neubauer

Suplementos (antibidticos)

e Nitrégeno liquido

Tripsina 0.25%

e Bafo maria e Jeringas

e Esterilizador e Agujas

e Bomba de vacio e Bote para desechos
e Dispositivo Vpro5 o (Células

e Vibrometro laser Vibrometro laser
Doppler OMS LaserPoint LPO1

Dispositivo vibratorio Vpro5

Cajas Petri 35mmx10mm




8.9. Recursos financieros
e Benemérita Universidad Autdonoma de Puebla

e Estudiante de posgrado por medio de la beca otorgada por CONACYT

8.10.Recursos humanos
e Tesista: Julio César Villegas Aguilar
e Director de tesis: M.O. Laura Monica Lopez Pérez Franco
e Asesor disciplinario: E.O. Alejandro Andrade Torres.

e Director metodoldgico: Dr. Miguel Angel Casillas Santana.

8.11.Etica y Bioseguridad del estudio
Esta investigacion se regira por los principios de bioética que sigue el Comité de
Etica en Investigacion de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla los cuales

son:

1. Los Principios del Personalismo Ontoldgico.

1.1.Principio de defensa de la vida fisica (ONU, Declaracion Universal de
Bioética y Derechos Humanos, UNESCO, 2005) (66).

1.2.Seguido de los principios de libertad y responsabilidad (la libertad y la
responsabilidad estan dados por la defensa de la vida ajena y propia)(67).

1.3. Totalidad (el principio de totalidad se fundamenta en el principio de la
corporeidad humana que es un todo unitario, y debe ir acompafado por el
principio de la proporcionalidad terapéutica)(67).

2. Los Principios del Principialismo (68)

2.1. Autonomia
2.2.La beneficencia
2.3.La no maleficencia

2.4. Principio de Justicia



BIOSEGURIDAD.

1. Lavado de manos previo y después de terminar

2. Uso de barreras personales, guantes, bata, cubrebocas, lentes y gorro

3. Uso de uniforme completo que consta de zapato tipo meédico, quirurgico, bata
de laboratorio

4. El instrumental contaminando se debera colocar en una bolsa de polietileno
antes de ser retirado del area de trabajo

5. Los instrumentos, area y material utilizados deberan ser desinfectados con
hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos previo al lavado

6. No introducir comida ni bebida al area de laboratorio

7. Los residuos bilogico-infecciosos se trataran segun la NOM-087 del 2002
para la proteccion ambiental-salud, ambiental-residuos peligrosos biologico-
infecciosos, clasificacion y especificaciones de manejo(69).

8. Seguir los lineamientos establecidos en el reglamento de seguridad para los
usuarios de instalaciones universitarias que contemplan laboratorios y
talleres de la BUAP.

8.12. Analisis estadistico
Se realizara una estadistica descriptiva simple con los datos obtenidos en las tablas
de recoleccion de los resultados de la calibracion de los dispositivos de vibracion

Vpro5®, los datos seran vaciados en una tabla de Microsoft Excel 365°.



9. Resultados
RESULTADOS DEL CULTIVO

El cultivo celular se llevd a cabo segun el protocolo creado y mencionado

previamente en la metodologia, el proceso se puede observar en la figura 6.

Figura 6. Calentar agua entre 37°C y 38°C (A), Ingresar los crioviales y moverlos en forma circular sin parar por 2 min (B),
Meterlos a la campana de flujo laminar (C), Agregar 1 ml de DMEM-FBS10% (D), Se toma <1000pL, se devuelve el medio
tomado y se repite el proceso 3 veces (E.1, E.2). Se sembrd el contenido del crioval en una caja Petri de 35 mm, previamente
marcada con el tipo de célula (F, G). Se toma 1 ml de DMEM-FBS10% (H). Se verte en el crioval y se lavan todas las paredes
(). Se toma 1 ml del crioval (J). Se vierte el ml en la caja de cultivo (K). Se observan al microscopio (J).

Se tomd un crioval de osteoblastos y otro de fibroblastos para el este proceso.
Después de ser descongeladas y sembradas se observar al microscopio a un
aumento de x40 y x20, en ambos aumentos y en los osteoblastos se observaron
con una confluencia del 100%, por otro lado, en los fibroblastos una confluencia del
85%; respecto a su morfologia se puede observar células redondas y sin adherencia
en varios puntos focales figura 7 (A, B) y figura 8 (A, B). Los osteoblastos se lavaron
con PBS a las 4 horas y las células que quedaron presentan forma redonda la cual
se interpreta como falta de adherencia, el medio se observé contaminado por



organismos que por el tamafio se infieren que son bacterias, ademas de quedar
pocas células por campo visual figura 7 (C). Después de 24 horas se realiz6 un
cambio de medio por uno fresco de DMEM-FBS 10%, se puede observar bajo
microscopio que se encuentras ceélulas aun con forma redonda que advierte que
siguen sin adherirse, en un aumento x20 se observan confluencia de 4 células por
ampo visual y otras zonas llegan a verse entre 8 y 10 células figura 7 (D). Después
de 72 horas del descongelamiento los osteoblastos se encuentran en una
confluencia <10%, no se encuentran adheridos, el medio se encuentra contaminado
y turbio, se determina que los osteoblastos no sobrevivieron al proceso de
congelamiento-descongelamiento figura 7 (E, F).

Los Fibroblasto se les hace un lavado con PBS a las 4 horas de ser descongeladas
y en el microscopio x20 se observa que empiezan a adherirse menos de la mitad
las cuales presentan un cuerpo células estrellado y la otra parte sigue con
morfologia redonda que indica falta de adhesién figura 8 (C). Después de 24 horas
se hace un cambio de medio por uno fresco de DMEM-FBS10% y al microscopio se
puede observar que en algunas regiones presenta confluencia del 80% y en otras
del 30%, ya se encuentran adheridas, se identifican claramente que unas ya
presentan un cuerpo celular fusiforme o de estrella, con sus prolongaciones
citoplasmaticas figuras 8 (D). A las 72 horas de ser descongeladas los fibroblastos
alcanzan la confluencia del 100% en el centro del cultivo, todas se encuentran
adheridas, ademas todas ya presentan un cuerpo celular fusiforme y una largas
prolongaciones citoplasmaticas figuras 8 (E), con esta confluencia se pudo realizar
un resembrado en tres nuevos cultivos, y después de 5 dias de cultivo se observan
fibroblastos con una confluencia del 20%, adheridos, con cuerpo celular fusiforme,
prolongaciones citoplasmaticas alargadas, nucleos ovales y alargados figura 8 (F),
Al sexto dia de hacer el subcultivo los fibroblastos alcanzan una confluencia
aproximadamente del 40% conservando la adherencia, su cuerpo celular fusiforme,

prolongaciones citoplasmaticas alargadas, nucleos ovales y alargados Figura 8 (G).



(E) (F)

Figura 7. La concentracion de osteoblastos es del100% por
campo vision x40 (A) y x20 (B). Osteoblastos con forma
redonda y cerca de un 80% de células visibles flotando, se
observa contaminacién (C). Osteoblastos con forma redonda
8 a 10 células por campo visual en aumento x20, se observan
contaminadas(D). Osteoblastos después de 72h ningun
osteoblasto se ve adherido y se observa el medio
contaminado en aumento x40 (E) y x20 (F).

(E) (F)

(G)

Figura 8. Confluencia de fibroblastos del 100 % en
aumento x40 (A) y x20 (B). Aumento x20 fibroblastos se
comienzan a adherir (C). La confluencia de fibroblastos
alcanza el 80% en unas zonas (D). Fibroblastos con
confluencia del 100% (E). Fibroblastos del subcultivo a
1 semana después de ser descongelados, confluencia
del 20% (F). Fibroblastos del subcultivo en confluencia
de 40% (G).



RESULTADOS DE LA CALIBRACION DE LOS DISPOSITIVOS DE VIBRACION.

Los 8 dispositivos disponibles en la Facultad de Estomatologia de la BUAP fueron
sometidos a una calibracion con el vibrbmetro de alta precision de la marca
Americana Optical Measurement System(OMS) modelo LaserPoint LP0O1, la tabla 2
muestra las diferentes frecuencias que presentan los dispositivos en los 9 puntos

de calibracion.

Tabla 2. Resultado de la calibracién del dispositivo

Frecuencia (Hz)

Puntos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 138 Hz | 138 Hz | 139 Hz | 139 Hz | 138 Hz | 135Hz | 135Hz | 138 Hz | 139 Hz
2 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 118 Hz
3 140Hz | 140Hz | 140Hz | 139 Hz | 139Hz | 139 Hz | 139 Hz | 139 Hz | 139 Hz
S 4 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz
E’ 5 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz
6 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz | 115Hz
7 142 Hz | 143 Hz | 143 Hz | 143 Hz | 142 Hz | 142 Hz | 140Hz | 143 Hz | 142 Hz
8 134 Hz | 138Hz | 136 Hz | 134 Hz | 135Hz | 133 Hz | 134 Hz | 135Hz | 135Hz

Tabla 2. Muestra la frecuencia en Hz de cada dispositivo en los 8 puntos de evaluacion

Hz (hertz)

El proceso de calibracién de los dispositivos Vpro5 se llevd a cabo dentro de las
instalaciones de la Facultad de Fisico Matematicas de la BUAP, supervisado por el
Dr. Miller en la primera etapa solo se calibro el dispositivo en los 8 puntos
mencionados en la metodologia figura 9 (A), en la segunda etapa se calibro un
dispositivo con la caja de Petri encima para observar si la distribucion de las
vibraciones seguia constante figura 9 (B), ya por ultimo se colocé agua dentro de la
caja de Petri para evaluar si los liquidos influian en la distribucidn de las vibraciones
figura 9 (C).




| Solo vibr:;dor Virador con caja de cultivo  Vibrador con caja de cultivo + Agua
(A) (B) (C)

Fig 9. Proceso de calibracion de los dispositivos Vpro5. Calibrando el dispositvo por si solo (A). Calibrando

el dispositivo con una caja de cultivo Petri (B), Calibrando el dispositivo con una caja de cultivo Petri y agua

en su interior (C). Fuente propia.

En 4 de los dispositivos presentan una variacion de vibraciones a lo largo de los
puntos de calibraciéon que van fluctuando con frecuencias desde 138 Hz hasta los
143 Hz figura 10 (A, C, G y H). El dispositivo 2 presento una frecuencia constante a
lo largo del dispositivo de 115 Hz sin embargo en el ultimo punto el 9 que representa
el motor trasmite 118 Hz figura 10 (B). Los dispositivos 4, 5 y 6 mostraron una

frecuencia constante de 115Hz a lo largo de todo el dispositivo figura 10 (D, E, F).
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Fig 10. Equipo 1 (A), equipo 2 (B), equipo 3 (C), equipo 4 (D), equipo 5 (E), equipo 6 (F), equipo 7
(G), equipo 8 (H).



Después se realizé una seleccion al azar de un equipo para la calibracién con un
pocillo de cultivo encima y un plato de cultivo encima junto con agua los valores
obtenidos se pueden observar en la tabla 3. La grafica de dichos valores se puede

observar en la figura 11.

Tabla 3. Frecuencia vibratoria usando un pocillo de cultivo

Puntos 1 2 3 4 5
Sin agua 142 Hz 141 Hz 140 Hz 139 Hz 140 Hz
Con agua 141 Hz 141 Hz 142 Hz 142 Hz 141 Hz
142 .5
142

141.5

141
140.5
140
139.5
139
138.5
138
137.5
1 2 3 = 5

M Sin Agua ConAgua

Firgura 11. Graficas de los resultados de la calibracion del dispositivo con un plato de
cultivo sin agua y con agua.



10. Discusién

Esta investigacion presento resultados preliminares del proyecto de investigacion
registrado ante el CIFE y que lleva como titulo original “Expresion De II-18,
Osteopontina Y Mmp-8 En Osteoblastos Expuestos A Lipopolisacaridos,
Vibraciones de Alta Frecuencia Y Carga Mecanica. /In Vitro”, y que ademas notifico
cambios dentro de su metodologia para solo hacer la medicion de la OPN y eliminar
la parte de la compresion mecanica. Estos cambios se suscitaron debido a la
situacién tan particular que provoco la pandemia ocasionada por el SARS-CoV-2, la
cual limito el tiempo efectivo en laboratorio y retraso la llegada e instalacion de
equipo necesario para la ejecucion de la fase experimental. Los detalles se pueden
leer en la carta dirigida al C.I.F.E. en el anexo 1.

La preservacion y creacion del protocolo de la descongelacion y creacion y
mantenimiento de cultivo celular de osteoblastos se estableci6 con base a lo
estipulado en la literatura (70—72). La manipulacion y proceso de descongelacion y
sembrado de cultivo estuvo asesorado por el Dr. José Everardo Avelino Cruz quien
es experto en cultivo celular, sin embargo, nuestros resultados reportan que no hubo
adherencia de osteoblastos y posteriormente su muerte, esto pudo ser provocado
por multiples factores tales como: el proceso de criopreservacion ya que el
porcentaje de viabilidad de los osteoblastos se reduce después de la
descongelacion (73), la actividad metabodlica previa a ser criopreservados (70)
debido a que si esta se ve reducida previamente a ser congeladas afectara a la hora
de la descongelacion, la formacion de hielo dentro el medio por un proceso de
congelacion muy rapido (70,73,74), deshidratacion de la célula por falta de protector
crioprotector (73,74). Baust et al. de igual forma reportan que un factor importante
para la correcta criopreservacion de las células, es la velocidad de congelacion a la
cual es sometido el crioval, ya que al congelarse el agua del medio de cultivo y el
gue se encuentra dentro de las células, se desplaza a través de la membrana
plasmatica para establecer un equilibrio osmatico en el espacio extracelular, si las
células se congelan a alta velocidad el agua tarda mas en salir de la célula llegando
a formar cristales dentro de ella, esto provoca dafios permanentes(75). Por otra
parte, si las células se congelan a una velocidad muy lenta sale mas agua de la



necesaria y la célula se deshidrata. La mejor forma para la criopreservacion es un
proceso de congelacion con velocidad intermedio, que seria 1° C por minuto hasta
llegar la conservacion -80°C, aunque la literatura no es clara con ese periodo (70).
Otra preocupacion a la hora de descongelar las células, es que el crioprotector como
el dimetilsulféxido (DMSO) no se remueva de forma adecuada ya que el DSMO no
se desplaza tan facilmente a través de la membrana a la hora de descongelarse,
este puede producir un desequilibrio, al provocar una absorcion de agua mas rapida
de lo que sale el DMSO de la célula, y como consecuencia se produce un hinchazén
intracelular que causa dafios irreversibles (70). En relacion con lo anterior
mencionado, en nuestro protocolo las condiciones de cultivo previas a ser donadas
no fueron reportadas, la forma de congelacion y la criopreservacion son
indeterminadas ya que no se otorgd ninguna informacién a la hora de ser donadas
y transportadas, esto pudo contribuir al resultado de la viabilidad de nuestras
células. En nuestros resultados la densidad celular que se observo a la hora de la
descongelacion fue del 100%, eran demasiadas células por campo visual, esto
también pudo afectar la viabilidad celular a la hora de la criopreservaciéon y al
momento de subcultivar, ya que una gran concentracion de células dentro de un
volumen limitado como lo son los crioviales puede afectar la viabilidad, produciendo
un efecto denominado “empaquetamiento”, que consiste en las células
empaquetadas con poco espacio (en alta densidad) pueden llegar a sufrir tensiones
mecanicas, esto se evita empaquetando en concentraciones mas bajas para que
puedan alcanzar un equilibrio que permita la concentracion celular con un volumen
que pueda crioconservarse (74). Cabe destacar que el tiempo de criopreservacion
de las células donadas para nuestro proyecto de investigacion es indeterminado,
este podria ser de igual forma una de las causas por las cuales los osteoblastos no
hayan sobrevivido, existen estudios en los cuales se conservan células congeladas
por un término largo y la viabilidad celular se sigue conservando, como lo reporta
Kumr et. al. donde demostré que la criopreservacion de células provenientes de la
pulpa dental pueden conservarse bajo congelacion un término de 1 ano sin afectar
su viabilidad ni su capacidad de diferenciacion en células parecidas a osteoblastos
(76). Al mismo tiempo, Woods et al. han demostrado que las células madre que



provienen de la pulpa dental pueden conservarse hasta seis meses sin perder su
funcion (77). De igual forma un tiempo adecuado para preservacion de los
osteoblastos en congelacion puede ser de 3 meses como lo demostré Wang et al.
en su estudio, en el cual se sometid a criopreservacion osteoblastos por un periodo
de 3 meses, reportaron como resultado que la conservacion en -196°C no afecto las
capacidades de mineralizacion y deposito 6seo (78). Por otra parte, una
criopreservacion celular en un término largo afecta la viabilidad celular, como lo
demostré Badowski et al. donde muestran que la viabilidad de un cultivo de células
del estroma mesenquimal criopreservadas por 5 afios fue del menos del 20% (79).
Respecto a nuestros resultados los osteoblastos no sobrevivieron al proceso de
criopreservacion y descongelacion posiblemente por las razones antes
mencionadas, ademas de que encontrarse contaminadas con bacterias al momento
de hacer el sembrado. Por otro lado, los fibroblastos si consiguieron sobrevivir este
proceso, puede estar relacionado a la ausencia de contaminacién lo cual permitié
que se crearan dos subcultivos a partir del crioval descongelado, ademas se tiene
reportado que los fibroblastos después de pasar por el proceso congelacion-
descongelacion conservan su capacidad proliferativa (80). Esto es consistente con
lo determinado por Baust et al. donde en su protocolo de criopreservacion afirma
que la congelacion y preservacion de células es un método de almacenamiento a
largo plazo de cultivos celulares, proporcionando una copia de seguridad de los
cultivos que se encuentran activos, sin embargo, este proceso de criopreservacion
en multiples tipos de células es de manera sencilla pero en contra parte hay tipos
celulares que son mas dificiles de criopreservar y pueden requerir un manejo mas

especifico con condiciones de criopreservacion alternativas (70).

RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS PARA LOGRAR UN CULTIVO DE
OSTEOBLASTOS.

Conforme a lo anterior realizado y el aprendizaje que se genero en este proceso, es
importante establecer recomendaciones para el desarrollo adecuado de futuros
experimentos con el cultivo celular de osteoblastos.



Se recomienda que el proceso de congelacidén de dichos osteoblastos donados se
por medio de una congelacion lenta (3 horas de trabajo), con un volumen de muestra
de 100 a 250 pL, una concentracion baja de agente crioprotector (75), ya que esto
permite que exista bajo riesgo de contaminacién por el crioprotector, el riesgo de
contaminacion es bajo y las habilidades manuales para manipular no son de alto
requerimiento (75). El crioprotector mas usado y que mejor da resultados es el
dimetilsulféxido en una concentracion de 10% (75,80), por lo que es el recomendado
para usarse. Las células que se reciban por donacion deberan estar en
criopreservacion maximo por 1 afio, ya que esto afecta a la viabilidad celular de los
osteoblastos (76). De igual forma es necesario mencionar que el protocolo de
descongelacion que usamos en este proyecto es el recomendado (70,81,82). Al
mismo tiempo se recomienda el uso de medio de crecimiento especifico para

osteoblastos para aumentar la posibilidad de proliferacion y viabilidad (83).

FIABILIDAD DE LOS DISPOSITIVOS DE VIBRACION

Los dispositivos de vibraciones que se evaluaron no trasmiten la frecuencia que
viene predeterminada por el fabricante (figura 11), los dispositivos Vpro5 de la
marca comercial PROPEL deben trasmitir 120Hz segun el fabricante, sin embargo,
no mencionan que puedan tener una variacién de frecuencia, al mismo tiempo solo
existe un solo articulo en el cual se use este dispositivo como método para estimular
células (28), dentro del trabajo del Judex et al. mencionan que el dispositivo vibran
a 120 Hz y se distribuye homogéneamente, pero cabe destacar que este articulo
presenta conflictos de interés ya que el profesor Judex es titular de la patente de
este dispositivo de vibracion (28). En nuestros resultados la frecuencia varia de 115-
145 Hz, solo los dispositivos 4, 5 y 6 mostraron tener un comportamiento estable
representada por una frecuencia de 115Hz en todos los puntos de evaluacion
(figura11), por lo que son los seleccionados para ser los encargados de estimular a
los osteoblastos durante la fase experimental. No obstante, esta variacién de -5 Hz
de la frecuencia indicada por el fabricante no representa una diferencia significativa
sobre el efecto osteogénico de los osteoblastos el cual es el objetivo en este
protocolo de investigacion, debido a que el rango de frecuencia que causa un efecto



osteogénico sobre osteoblastos es de 60-120hz, como lo reporta Pravitharangul et
al. en su estudio (40). Cabe destacar que la distribucion homogénea de las
vibraciones hacia las células es importante para obtener resultados que no tengan
alguna alteracion, todos los disefios en los cuales se estimulan células con
vibraciones usan dispositivos los cuales aseguran una distribucibn homogenea
(28,60,61,84).

Como parte complementaria de esta investigacion se ralizo una revision sistematica
siguiendo los lineamietos de PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
reviews and Meta-Analyses) y con registrado en INPLASY la cual es una Plataforma
Internacional de Protocolos Registrados de Revisiones Sistematicas y Metaanalisis
(INPLASY) con el numero de ID: 202280103.

11. Conclusién

El laboratorio cuenta con todos los materiales, instrumentos e instalaciones para
recrear el protocolo de cultivo celular que se desarroll6 en esta investigacion,
ademas la capacitaciéon tomada para este trabajo permitié que se pudiera crear con
exito el protocolo de creacidn y manejo de cultivo celular, el cual no existia
previamente. Los osteoblastos son células que requieren un cuidado mas especial
por lo que es necesario tener mayor conocimiento del origen de las células y sus
requerimientos especiales para poder subcultivarlas de manera adecuada, u otra
opcion es realizar un protocolo de cultivo de osteoblastos primarios, esto aseguraria
gue los osteoblastos no pasen por el proceso de criopreservacion. Al mismo tiempo
el protocolo de cultivo celular es adecuado para los fibroblastos en criopreservacion,
ya que si lograron adherencia y proliferacion. Los experimentos relacionados a la
exposicidn de osteoblastos a vibraciones mecanicas se pueden llevar a cabo con
los dispositivos 4, 5, y 6, ahora bien, lo ideal seria adquirir un dispositivo nuevo y
que este calibrado a 120Hz, que a pesar de no existir una variacion significativa con
una desviacion estandar de +5 Hz sobre el efecto osteogénico que se espera, es
imprescindible trabajar con equipos calibrados. Es importante resaltar que este
protocolo de investigacion sera heredado por los alumnos de la linea de
investigacion de vibraciones de la terminal de Ortodoncia de la FEBUAP.
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13. Anexos

13.1. Anexo 1

Puebla, Puebla, a 8 de mayo del 2023

Comité Académico de Posgrado:

Por medio de la presente quiero informar que el proyecto de investigacion titulado
“EXPRESION DE IL-1B, OSTEOPONTINA Y MMP-8 EN OSTEOBLASTOS
EXPUESTOS A LIPOPOLISACARIDOS, VIBRACIONES DE ALTA FRECUENCIA
Y CARGA MECANICA. IN VITRO” con nimero de registro 2022175, presento
multiples percances que obstaculizaron el correcto desarrollo del mismo; las
dificultades que se tuvieron a lo largo de la maestria fueron originadas por la
pandemia que provocd el SARS-CoV-2, y fueron las siguientes: el acceso al
laboratorio para realizar los experimentos fue concedido hasta la segunda mitad del
periodo Agosto-Diciembre 2022, la incubadora de cultivos celulares estuvo instalada
y en funcionamiento el dia 27 de abril del presente afio, ademas la capacitaciéon
para el manejo de cultivos celulares se logré tomar del 20 al 31 de marzo del
presente afio. Por todos estos motivos solicito poder presentar resultados
preliminares, los cuales consisten en la elaboraciéon de un protocolo de
descongelacién y montaje de cultivos celulares de osteoblastos dentro de las
instalaciones de la Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, cabe mencionar que esta variaciéon en la forma de presentar
resultados de mi proyecto de investigacion quedd consensuado con el comité
tutorial y las autoridades de la terminal, a fin de que pueda presentar mi defensa de
grado en tiempo y forma. Ademas se trabajé en el desarrollo de una revision
sistematica como apoyo del proyecto de investigacion titulada “How mechanical
vibrations regulate alveolar bone remodeling in animal models and their possible use
during and after orthodontic treatment. A systematic review.” Esta revision se
registré en la Plataforma Internacional de Protocolos Registrados de Revisiones
Sistematicas y Metaanalisis (INPLASY) el 28 de agosto de 2022 con el numero de
ID: 202280103 y se enviara a la revista Applied Sciences. Sin otro asunto que
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13.2. Anexo 2
Revision sistematica
¢ Como regulan las vibraciones mecanicas la remodelacion 6sea alveolar en
modelos animales y su posible uso durante y después del tratamiento ortodoncico?:

Una revision sistematica.

1. Introduccion

Las vibraciones son oscilaciones que se producen alrededor de un punto de
equilibrio, se propagan en un medio determinado (por ejemplo, aire, agua, o el
suelo) [1]. Ademas, las formas de onda de las oscilaciones pueden ser desde muy
regulares (sinusoidales) hasta muy irregulares (aleatorias); las vibraciones poseen
tres caracteristicas importantes; 1. frecuencia: numero de veces que se desplaza
de arriba hacia abajo por completo en un ciclo de 1 s, y su unidad de medida es el
Hertz (Hz), 2. amplitud: distancia que recorre el movimiento oscilatorio, medida en

milimetros (mm) y direccion: orientacion en la que se dirige el movimiento vibratorio

[2].

Las vibraciones han tenido un uso exitoso en la medicina general, su
comportamiento bifasico explica que, ante la ausencia de compresion mecanica (por
ejemplo, la ejercida por la aparatologia fija en ortodoncia), promueven un aumento
en el anabolismo del tejido 6seo lo que permite mejorar su formacion y densidad [2],
mientras que, en condiciones donde exista compresion (uso de brackets), su efecto
sera un aumento en el catabolismo [3], lo que deriva en mayor remodelado 6seo [3].
Gran parte de su éxito se debe a que son una terapia no invasiva cuya principal
aplicacion, ha sido el aumento del anabolismo, lo que permite contrarrestar los
efectos de la osteoporosis y reducir el riesgo de fractura [4,5]. Sin embargo, para su
uso en estomatologia, las vibraciones en primer lugar se han clasificado en
vibraciones de baja frecuencia (VBF) que son = 45 Hz y vibraciones de alta
frecuencia (VAF) que representan frecuencias de =90 Hz [6], y particularmente en

ortodoncia, éstas se han empleado para ambos objetivos (catabolismo vy



anabolismo), siendo el catabolismo el mas recurrente con el fin de acelerar el
movimiento dental [3,7,8], aunque, también se podria aprovechar su efecto
anabolico y disminuir la recidiva post tratamiento [9], e inclusive, una tercera
alternativa que implica disminuir el dolor durante el tratamiento ortodéncico [10].
Para los objetivos de esta revisidn, nos concentraremos en el contraste de la
literatura que concierne al efecto anabdlico de las vibraciones y como aprovecharlo
en beneficio del tratamiento de ortodoncia. Para ello, es importante mencionar que
la literatura describe su efecto anabdlico como una consecuencia de la presencia
de receptores Ruffini tipo | que convierten al tejido 6seo en un medio
mecanosensitivo, facilmente adaptable ante este tipo de estimulos [11,12]. Ademas,
se ha determinado que la magnitud del efecto es dependiente de la frecuencia de
las vibraciones y el estado de salud del tejido al momento de aplicar el estimulo [13].
Y por ultimo, resaltar que el efecto osteogénico es consecuencia de la activacion de
la via Wnt canonica, sobreexpresion de fosfatasa alcalina (ALP) y diferenciacion y
proliferacion de osteoblastica, asi como regulacion del eje RANK/RANKL/OPG [14-
16].

En la actualidad, existe basta evidencia sobre el efecto anabdlico de las vibraciones
en huesos largos o el sistema esquelético en general [5], sin embargo, hay poca
evidencia cuando se trata de la evaluacion del mismo efecto osteogénico pero en el
hueso alveolar, un estudio reciente realizado por Shipley et al. demostré que las
vibraciones de 120 Hz mejoraron la densidad 6sea alveolar [11], no obstante, solo
existe este estudio clinico en humanos que demostré dicho efecto [11], sin embargo,
existen multiples investigaciones en modelos animales donde el principal objetivo
ha sido evaluar el efecto de las vibraciones en el hueso alveolar y en el contexto de
la estomatologia, o que su contraste nos permitiria establecer de manera indirecta
las implicaciones que el uso de las vibraciones podria tener durante el tratamiento

ortodéncico en humanos.

Por lo tanto, el objetivo de esta revisién sistematica es contrastar la evidencia

existente con respecto al uso de vibraciones mecanicas y su efecto sobre la



densidad y/o actividad osteogénica del hueso alveolar en modelos animales y su
posible aplicacion durante el tratamiento de ortodoncia.

2. Material y métodos
Esta revision sistematica se desarroll6 siguiendo las recomendaciones de PRISMA

(Preferred Reporting lItems for Systematic reviews and Meta-Analyses) [17].
2.1. Métodos de busqueda para la identificacion de estudios

Se desarroll6 una pregunta precisa en congruencia con el principio P.l.C.O.
(participantes, intervencion, control y resultados). La pregunta concreta fue: ¢la
aplicacidén de vibraciones de alta o baja frecuencia aumenta la densidad ésea u

osteogénesis en hueso alveolar de modelos animales?
(P) Poblacion: animales

(I) Intervencion: aplicacion de vibraciones de cualquier frecuencia en el hueso

alveolar, sin restriccion en el periodo de aplicacion.

(C) Comparacion: modelos de animales que no aplicaron estimulo mecanico

vibratorio

(O) Resultados: Cuantificacion de la densidad 6sea alveolar u osteogénesis en
hueso alveolar, aplicando vibraciones de alta o baja frecuencia, antes, durante o

después de la aplicacién de fuerzas ortoddncicas.

Este protocolo se registro en la Plataforma Internacional de Protocolos Registrados
de Revisiones Sistematicas y Metaanalisis (INPLASY) el 28 de agosto de 2022 con
el numero de ID: 202280103.

2.2. Fuentes de informacion

Se realizé una busqueda electronica desde enero de 2022 hasta abril de 2023 en
las siguientes bases de datos: PubMed, Scopus y Web of Science. Ademas,
también se realiz6 una busqueda manual en la lista de referencias de los articulos
incluidos; solo se incluyeron articulos publicados en lengua inglesa y no se aplicaron

limitaciones en cuanto al aio de publicacion. Las principales palabras clave para la



estrategia de busqueda fueron: 1) high-frequency vibrations, low frequency
vibrations, cyclical forces, mechanical stimuli, mechanical signals 2) alveolar bone,
craniofacial skeleton, maxilla bone. 3) bone density, osteogenesis, orthodontic
relapse, bone-remodeling4) 1Y 2Y 3.

2.3. Criterios de elegibilidad

2.3.1. 2.3.1. Criterios de inclusion

(1) Todos los estudios publicados con modelos animales.

(2) Estudios con animales en los que se apliquen vibraciones.

(3) Articulos en los que se evalue la densidad o la osteogénesis y su respectivo
grupo control.

(4) Se tendran en cuenta todas las publicaciones excepto aquellas en las que no
esté disponible el texto completo del articulo o no se especifique la afiliacién de los
autores o el lugar de publicacion.

(5) Sélo articulos publicados en inglés.

2.4. Criterios de exclusion:

(1) Estudios en los que no se mencione la frecuencia de las vibraciones.
(2) Estudios que no evaluen la densidad o la osteogénesis a nivel alveolar

(3) Modelos en los que se hayan aplicado medicamentos u otros tratamientos al

grupo control, estudios en los que los resultados no sean claros o estén incompletos.
2.5. Métodos de seleccion y extraccion de datos

La seleccion de los articulos corrié a cargo de tres investigadores independientes
expertos en la materia. En la primera fase, la busqueda electronica arrojé 65
articulos; se descartaron los duplicados, se revisaron los titulos y resumenes y se
eliminaron articulos irrelevantes y los que no cumplian los criterios de inclusion. En
la segunda fase, se revisaron los articulos de registro potencialmente adecuados y
se eliminaron los que estaban incompletos, no estaban disponibles y los que no



cumplian los criterios de elegibilidad. El proceso de identificacion, seleccidon y
exclusion de estudios se muestra en un diagrama de flujo de acuerdo con la
declaracion PRISMA (figura 1).

Recods identified through Manual search
database searching n=1
n=64
| ]
> Duplicate removed
v n=6

Records after duplicates removed
n=>57

Records examined by title and
abstract n = 57

v Excluded records
Full-text articles assessed for elibility -~ -Experim er?t i=n5humans 2)

n=13 -Do not evaluate alveolar bone (2)

-Not an experimental study (1)

A 4

Included studies
n=8

[ Included ][ Eligibility ][ Screening ] [ Identiﬁcation]

Figura 1. PRISMA Flujo de proceso de seleccion.
2.5.1. Proceso de recoleccion de datos

Los datos recogidos fueron extraidos por dos autores (JCVA, MACS) utilizando una
tabla de homogeneizacion: autores, afio de publicacion, origen, disefio del estudio,
especie, sexo, edad, muestra, régimen de vibracion (frecuencia, aceleracion,
magnitud, duracién), cuantificacion de la densidad Osea, cuantificacion de la
osteogénesis. Los datos se contrastaron para comprobar su validez, y cualquier

discrepancia se determiné para reexaminar el estudio.
2.5.2. Evaluacion del riesgo de sesgo y calidad.

Cada analisis de riesgo de sesgo y calidad fue realizado por tres revisores (J.C.V.A,
M.C.S y L.L.P.F) y, en caso de no coincidencia, se consulté a un tercer revisor
(A.A.T). El riesgo de sesgo fue realizado segun la herramienta del Centro de

Revision Sistematica para la Experimentacion con Animales de Laboratorio



(SYRCLE) [18]. Esta herramienta consta de diez items relacionados con el sesgo
de seleccion, el sesgo de rendimiento, el sesgo de deteccidn, el sesgo de friccidn,
el sesgo de informe y entre otros. El RoB atribuido para cada dominio podia ser alto,
poco claro o bajo. Ademas, se realizé una evaluacién de la calidad de acuerdo con
Animal Research: Notificacion de Experimentos In Vivo (ARRIVE) [19].

2.6. Sintesis de los resultados

Se realiz6 una busqueda sistematica y cualitativa con la informacion recogida en los
articulos, y se present6 de forma narrativa y resumida en tablas, correlacionandose

los resultados entre los articulos.

3. Resultados
3.1. Seleccion de los estudios.

Se incluyeron ocho articulos en los que se evaluo el efecto de las vibraciones sobre
el hueso alveolar; un estudio utilizé un conejo blanco [20], seis estudios se realizaron

en ratas Sprague-Dawley [3,6,9,13,21,22] y un estudio en ratones [23].
3.2. Caracteristicas generales de los estudios

Todos los estudios incluidos utilizaron vibraciones mecanicas, cinco aplicaron
VBF(=45Hz) [6,9,20,21,23], y tres incluian VAF (290Hz) [3,13,22] en sus
protocolos. Independientemente del estudio, todos ellos tenian como objetivo
principal evaluar el efecto de las vibraciones mecanicas sobre la formacion de hueso
alveolar, midiendo para ello, longitud craneofacial [20], efecto osteogénico, grosor
trabecular, densidad 6sea, volumen 0seo y marcadores osteogénicos mediante
diferentes técnicas [3,6,9,13,21-23]. El numero de animales utilizados en los
experimentos de los estudios oscil6 entre 13 y 206. En los seis estudios realizados
con ratas, la edad de éstas oscilaba entre 1,5 y 4 meses. [3,6,9,13,21,22]; de los
estudios realizados en conejos y ratones, la edad era de 1,5 meses y 3 meses,
respectivamente [20,23], los principales resultados de los articulos incluidos se

resumen en la tabla 1.



Tabla1. Principales resultados de los estudios incluidos

Author/ | Desing
year / of Sample Groups Protocol Measurement Results Conclution
pais study
Mao Invivo | N=21M EG1: n= 4, tensile 0.2 Hz for Craniofacial Craniofacial length Cyclic forces involve activation
cycled forces 10 min/d length was significantly of stress-sensitive genes,
(2003) Age: 6- of 2N with 0.1 Hz | over 12 higher when cyclic leading more craniofacial
weeks-old days forces at 0.2 Hzwas | growth and osteogenesis
U.S.A. EG2: n= 5, tensile applied
Spices: cycled forces of 2N
white with 0.2 Hz
rabbits
EG2: n=, 2 N of
static forces over
pre maxilla suture
CG:n=4
Alikhani In N=85M EG: n=43 30,60,100 BV/TV The highest BV/TV high-frequency accelerations
vivo and 200 Hz was with 60 and vibration increase osteoblast
(2012) Age: 120 different high- for 5 min/d | Osteogenic 100Hz rate activity, play a key role during
days frequency over 28 effect the mineralization process.
US.A. accelerations days
Spices: vibration Trabecular
Sprague- thickness 60 Hz demonstrated a
Dawley SC: n=23 higher leves The higher response to
rats Trabecular compared with the vibration was in trabecular
4 pe of static load space static group in: bone
over the maxilla osteogenic effect,
Alveolar bone density, growth
CG:n=19 density factors, transcription
factors, extracellular
Growth factors . . L
matrix, mineralization,
Transcription trabecular thickness
factors and and the greatest
decrease in trabecular
Extracellular space
matrix
Mineralization
Kalajzic Invivo | N=26 F EG1:n=4 30 Hz for 10 | BV/TV No significant LFMV may cause diferent
min/d, twice difference between effects depending on force
(2014) Age: 7 received occlusal per week Alveolar bone the control group and | magnitude, frequency, or point
weeks old | Vvibratory stimulus |, five density groups used of Application
USA. twicoaweek | o ilications vibrations in BV/TV
Spices: without orthodontic PP
force and alveolar bone
Sprague density
Dawley rats EG2: n=9

received the
orthodontic force
only

EG3:n=9
received the

orthodontic force
and additional




vibratory stimulus

twice a week
CG: n=4
No received
stimulus
Yadav Invivo | N=30 M EG1:n=10 30Hz for 15 | Bone volume No significant LFMV vibrations increase bone
_ ] min/d over differences in bone density despite inducing a
(2015) Age: 12 Applied orthodontic 7 days Alveolar bone volume and density process of bone resorption with
weeks old | force for 7 days,then density when compared the orthodontic forces.
USA. orthodontic force was . ;
Spices: removed and molar CG and vibration
' was allowed to group
CD1 mice relapse
EG2: n=10
Density was
Applied orthodontic significantly more in
force for 7 days  then vibration group when
X pos.ed it to, . compared to EG1
vibrational stimuli
without orthodontic
forces
CG:n=10
Applied orthodontic
force for 7 days
Alikhani Invivo | N=85M The maxillary right 120Hz for 5 | BV/TV EG had significantly HFMV promote alveolar bone
third molar was min/d over greater, BV/TV, level formation and decrease
(2016) Age: 4 extracted in all 56 days Level of bone of bone formation, RANKL expression and
moths rats formation trabecular thickness, osteoclast activation
USA. trabecular number,
Spices: EG: received 120 Trabecular tissue mineral density
Sprague- Hz thickness and height.
Dawley rats
SC: received 4p¢ Trabecular
of static load number
EG: obtained the least
CG: no recived Trabecular trabecular spacing
estimuli spacing
Tissue mineral
density EG: exhibited
) significantly higher
Height ALP activity and,
. Runx 2, osteopontin ,
Osteogenic osteocalcin
markers: ALP,
Runx 2, OPN,
OCN
Alikhani Invivo | N=206 M EG: 120 Hz, for Alveolar bone Alveolar bone density | HFMV treatment during
5 min/d density decreased more orthodontic tooth movement
(2018) Age: 120 Received over 14 during tooth
days orthodontic force + | days Bone volume movement in produces a catabolic effect
U.S.A. HFA experimental group
Spices: HFMV increased the number of
Sprague OTM: osteoclasts
Dawley rats
Received Bone volume

orthodontic force

decreased further
during tooth




CG:

Not received
orthodontic force

movement in
experimental group

Alikhani Invivo | N=14F EG1 120Hz for 5 | Alveolar bone HFMV group HFMV-induced bone
min/d over density reestablished the remodeling depends on the
(2019) Age: 16 received bilateral 28 and 56 alveolar bone density | inflammatory condition of the
weeks old ovariectomy days BV/TV the levels of the Sham | tissue
group
Spices: EG2 BMD
Sprague
Dawley rats | received Osteogenic In absence of inflammatory
ovariectomy and markers: BV/TV and BMD was | condition HFMV is anabolic
HFA significantly higher
-OPG with HFMV, compared
EG3 to ovariectomy group
-Runx2 The highest osteogenic effect
received of HFMV was observed closest
ovariectomy and -Osterix to the HFMV application site
10 pe of static load HFMV restored
-ALP osteogenic markers to
SG: OCN levels similar to the
. Sham group
received
ovariectomy -Colla1
surgery without
having the ovaries -BMP2
removed Wnt
CG
did not receive any
intervention
Oztiirk Invivo | N=64 CG: No treatment 10-20- Trabecular Trabecular thickness HFMYV yielded a better bone
30Hz thickness was lower in vibration | structure by increasing
(2021) Age: ? CG2: Orthodontic | cumulative Group than controls trabecular number and
tooth movement increased Trabecular groups decreasing trabecular
Turkey Spices: (10 days)+ relapse | for 10 number thickness and leves of RANKL
rats (only relapse) min/d and COX-2.
OPG
PC1: Orthodontic First 3 days Trabecular number in
tooth movement 10Hz RANKL vibration group was
(10 days)+ long- higher than CG and
term retention (15 Next 3 days COX-2 PC
days) 20Hz
PC2: Orthodontic Final 3 days
tooth movement 30Hz No statistically

(10 days)+ short-
term retention (7
days)

EG1: Orthodontic
tooth movement
(10 days)+ long-
term retention (15
days)+ 10-20—
30Hz cumulative
increased
frequencies

significant intergroup
difference in the OPG
level

RANKL and COX-2
was significantly lower
than those in the
control groups




mechanical
vibration

EG2: Orthodontic
tooth movement
(10 days)+ short-
term retention (7
days)+ 10-20—
30Hz cumulative
increased
frequencies
mechanical
vibration

EG: experimental group, CG: control group, SG: sham group, M: male, F: female, BV/TV: bone volume/tissue volume, BMD: bone mineral density, OTM:
orthodontic tooth movement. pe: micro strain, HFMV: high-frequency mechanical vibration, LFMV: low-frequency mechanical vibrations

OPG: osteoprotegerin, OPN: Osteopontin, OCN: Osteocalcin, ALP:alkaline phosphatase, PC: Positive control

3.3 Principales variables de resultado del estudio

Es importante destacar que en los estudios se utilizaron dos regimenes de
tratamiento principales; vibraciones de baja o alta frecuencia, todos con el mismo

objetivo, observar los efectos osteogénicos del estimulo vibratorio.
3.3.1 Vibraciones de baja frecuencia

Las vibraciones de baja frecuencia son las oscilaciones que estan por debajo de los
45Hz, y han mostrado que pueden aumentar la densidad 6sea y actividad
osteogeénica, como lo muestra Mao et al. En el 2003 en el cual uso 21 conejos con
el objetivo de observar cual estimulo mostraba mayor actividad osteogénica
comparando el crecimiento en longitud de la premaxila usando diferentes estimulos
mecanicos, aplicando fuerzas estaticas exdgenas con una magnitud maxima de 2
N, o fuerzas ciclicas también a 2 N pero con frecuencias de 0,2 Hz y 1 Hz. los
resultados mostraron que La longitud craneofacial fue significativamente mayor

cuando se aplicaron fuerzas ciclicas a 0,2 Hz (p<0.01) [20].

Kalajzic et al., Investigaron el efecto que tienen las vibraciones de baja frecuencia
sobre el remodelado éseo, para lo cual usaron 26 ratas femeninas que se dividieron
en cuatro grupos, el grupo control que no recibi6é un estimulo, un grupo vibraciones

que recibié una frecuencia de 30 Hz por 10 minutos al dia dos veces cada semana




por 5 semanas, un tercer grupo el cual se aplicé una fuerza ortoddntica equivalente
a 25g de fuerza y el ultimo grupo fue una combinacion de fuerza ortodontica de 25
g junto con vibraciones de 30 Hz. después del experimento los resultados
demostraron que el grupo de vibraciones obtuvo una densidad tisular (p=0.0127) y
volumen 6seo (p=0.0252) similar al grupo control y grupo de fuerzas ortoddnticas
junto con vibraciones; por lo contrario la densidad tisular (p=0.0127) y volumen 6seo
(p=0.0252) fueron inferiores en el grupo que solo hubo una fuerza ortoddntica
implicada, esto se debe a que sufrié un proceso de remodelado 6seo por la fuerza
aplicada lo que originé una reabsorcion 6sea; lo que podemos inferir es que el uso
de vibraciones inhibe el proceso de reabsorcion 6sea a pesar de que exista una

carga externa como la fuerza ortodontica que pueda inducir un remodelado éseo [6].

Para continuar con las investigaciones de las vibraciones de baja frecuencia sobre
el hueso alveolar y su posible aplicacion para reducir la recidiva del movimiento
dental después de recibir una fuerza ortodontica los autores Yadav et al., y Oztlrk
et al., realizaron experimentos para medir el indice de recidiva en dientes que fueron
sometidos a un movimiento por una fuerza ortodontica, ademas de cuantificar
parametros osteogénicos, tales como el volumen éseo y densidad tisular. Yadav et
al., con un modelo de 30 ratones, uso un esquema de 30 Hz por 15 minutos diarios
por 7 dias después de realizar el movimiento dental y lo compararon con un grupo
control y un grupo recidiva el cual solo recibié el movimiento dental y se dejé un
periodo sin fuerza alguna. Sus hallazgos mostraron que la densidad tisular fue
significativamente mayor en el grupo que se uso vibraciones cuando lo compararon
con el grupo recidiva, sin embargo, el volumen 6seo no obtuvo diferencias
significativas, por otra parte, cuando se comparo con el grupo control, la densidad y
el volumen 6seo tisular es similar al grupo de vibraciones. Mas recientemente Oztiirk
et al., evalu6 y comparo los efectos de las vibraciones de baja frecuencia en la
retencién ortoddntica junto con el efecto osteogénico, para lo cual realizé un
experimento en ratas que dividio en diferentes grupos, el grupo control y los grupos
experimentales, donde se les coloco un resorte de cierre de niquel-titanio con 50cN
de fuerza por 10 dias, entre el incisivo y molar superior. Se aplicaron vibraciones

durante el periodo de retencién, con un protocolo de aumento acumulativo de



frecuencias, que consistio en estimular por 10 minutos diarios con 10 Hz, 20 Hz y
30 Hz distribuidos en dos periodos uno corto de 7 dias y otro largo de 15 dias;
midiendo el numero y espesor trabecular, ademas de marcadores genéticos de
remodelado 6seo como la OPG, RANKL y Cox-2. En sus resultados reportaron que
en el grupo de vibraciones presentd un efecto osteogénico mayor dado a que el
espesor trabecular disminuyo (p<0.05) pero el numero de trabéculas aumento
(p<0.05), no hubo diferencia estadisticamente significativa en los valores de OPN
(p>0.05), los niveles de cox-2 y RANKL fueron menores (p<0.05) [9].

3.3.2. Vibraciones de alta frecuencia

Las vibraciones que se consideran de alta frecuencia son aquellas que tienen una
frecuencia mayor a =90Hz [24]. En este trabajo se incluyeron 3 estudios que
realizaron un estimulo vibratorio por encima de los 90 Hz [3,13,22], y un solo estudio
que uso 60Hz, este ultimo estudio se incluye la categoria de alta frecuencia ya que
supera los 45 Hz.

Alikhani et al., con el propédsito de probar el efecto anabdlico de las vibraciones
sobre el hueso alveolar realizé un estudié en 85 ratas que se dividieron en tres
grupos: experimental combinando vibraciones de alta y baja frecuencia (30Hz, 60Hz,
100Hz y 200Hz), grupo placebo en el cual se aplica una carga de 4 pe (microtension)
y un grupo control que no recibié estimulo, en sus resultados reportaron que todas
las frecuencias tuvieron un aumento en el volumen 6seo, sin embargo las dos
frecuencias que obtuvieron el mayor aumento fueron la de 60Hz y 100Hz (p<0.05),
las vibraciones de 60 Hz ocasionaron un aumento en el espesor trabecular
(p<0.05),disminucion del espacio trabecular (p<0.05), aumento en la densidad
tisular (p<0.05), y una mayor expresiéon de marcadores osteogeénicos (p<0.05) [21].

Es importante resaltar que Alikhani et al., publico tres estudios en los cuales usé un
protocolo de estimulo vibratorio similar entre ellos, que consistid en aplicar 120 Hz
por 5 minutos diarios un minimo de 14 dias con un maximo de 56 dias, cabe
mencionar que en cada uno de los articulos realizé un disefio experimental diferente

con el fin de analizar el comportamiento de las vibraciones simulando distintos



escenarios clinicos. En su primer trabajo aplico vibraciones de alta frecuencia en
ratas post extraccion dental y lo compard contra un grupo control y placebo, en sus
resultados reportaron que el grupo de vibraciones de alta frecuencia tuvo mayor
espesor trabecular, espacio intratrabecular menor y mayor densidad tisular (p<0.05),
ademas que la recuperacion cuantitativa de tejido 6seo fue en mejor tiempo que en
los grupos que no hubo vibraciones (p<0.05), de igual forma hubo mayor actividad
de Runx2, OPN, OCN y ALP (p<0.05). Posteriormente en su segundo articulo
investigo el efecto de las vibraciones durante el movimiento dental influenciado por
una fuerza ortodontica, para lo cual expuso a ratas a diferentes estimulos, un grupo
consistia en aplicar una fuerza de 10 y 25 cN sobre los dientes guiada con un resorte
de cierre Sentalloy y otro en colocar las vibraciones de alta frecuencia junto con la
fuerza ortodontica, en sus resultados se mostré que tanto la densidad tisular como
el volumen 6seo disminuyeron (p<0.05) en el grupo que se estimul6 con vibraciones
junto con una fuerza ortoddntica produciendo un efecto catabdlico. En el ultimo
articulo se observo el efecto anabdlico de las vibraciones de alta frecuencia sobre
el hueso alveolar con osteoporosis, en el indujeron una osteoporosis en ratas por
medio de la ovariectomia, en un grupo estimularon con vibraciones de alta
frecuencia y lo compararon con el grupo control y placebo. Sus resultados mostraron
que las ratas con osteoporosis estimuladas con vibraciones reestablecieron los
niveles de volumen 6seo y densidad tisular al no existir diferencia significativa con
el grupo placebo (p<0.05). Observaron que la recuperacion se dio a través del
incremento del espesor trabecular (p<0.02) y disminucion del espacio
intratrabecular (p<0.015). Por otra parte, las vibraciones también ayudaron a
restaurar los niveles de marcadores osteogénicos ya que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de “osteoporosis + HFA” y
el grupo placebo (p<0.05). El efecto anabdlico que tienen las vibraciones de alta
frecuencia encontrado en nuestra busqueda coincide con los resultados obtenidos
por Shipley et al., quienes en un grupo de 30 pacientes evaluaron la densidad 6sea
antes y después de un tratamiento de ortodoncia con alineadores, aplicando
vibraciones de 120 Hz por 5 minutos al dia, y comparandolo con un grupo que no



fue estimulado con vibraciones. En sus resultados reportan que la densidad alveolar

incremento en comparacion al grupo control (p=0.001) [11].
3.4 Evaluacioén del riesgo de sesgo

La evaluacion del riesgo de sesgo se llevé a cabo siguiendo los principios del centro
de revisidn sistematica para la experimentacion con animales de laboratorio
(SYRCLE) [25], este instrumento esta basado en la Herramienta de Riesgo de
Sesgo de la Colaboracion Cochrane adaptada a los aspectos de sesgo que
desempenan un papel en los experimentos con animales [18]. Ocho articulos
describieron correctamente todos los datos de sus resultados, no contenian
informacion selectiva dentro de sus resultados y declararon no tener conflictos de
interés [3,6,9,13,20-23]. Es importante destacar que ninguno de los articulos
informo correctamente sobre la ocultacion de la asignacion, el alojamiento aleatorio
de los animales, el cegamiento durante el proceso, la evaluacion aleatoria de los
resultados y la deteccion de sesgos. Cinco articulos declararon que los grupos de
intervencidn y de control eran similares al inicio del experimento [6,9,20,21,23]. Tres
articulos reportan una asignacién adecuada de los animales en los diferentes
grupos experimentales y control [21-23]. En cinco [6,9,20,21,23]de los ocho
articulos evaluados, se obtuvo una calificacion de alto riesgo de sesgo para el 60%
de los criterios evaluados. Los otros tres articulos [3,13,22] recibieron una
calificacion de alto riesgo de sesgo en el 50% de los criterios evaluados. El resumen
de los resultados de la evaluacion del riesgo de sesgo se puede observar en la

figura 2.
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Figure 2. Evaluation of risk of bias in the studies according to Systematic Review Centre for Laboratory animal Experimentation (SYRCLE) presents.

3.5 Evaluation of the Quality of the Included Studies

La evaluacion de la calidad se llevo a cabo de acuerdo con las directrices ARRIVE
2.0 [19], donde cada uno de los articulos incluidos fue evaluado individualmente con
el uso de los criterios recomendados para una buena practica informativa. Para
obtener un porcentaje del 100%, deben cumplirse los siguientes requisitos: 1. disefo
del estudio, 2. tamafo de la muestra, 3. criterios de inclusion y exclusion, 4.
aleatorizacion, 5. cegamiento, 6. medidas de resultado, 7. métodos estadisticos, 8.
animales de experimentacion, 9. procedimientos experimentales, 10. resultados, 11.
resumen, 12. antecedentes, 13. objetivos, 14. declaracion ética, 15. alojamiento y
cria, 16. cuidado y seguimiento de los animales, 17. interpretacién/implicacién
cientifica, 18. traduccion, 19. registro del protocolo, 20. acceso a los datos y 21.
declaracion de intereses. Con base en lo anterior, los criterios reportados en el
100% de los articulos fueron: 1,6,7,8,9,10,17 y 18; seguidos por los criterios 11,13



y 16 en un 88%, el criterio 21 (declaraciéon de intereses) se cumplié en el 50% de
los articulos; mientras que los porcentajes mas bajos fueron para el criterio 13, con
un 13%, y con un 38%, los criterios: 2,4,15,19 y 20. Cabe destacar que ninguno de
los articulos cumplia los criterios de cegamiento [5], véase la figura 3.
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Figure 2. Quality assessments of the Studies according to ARRIVE 2.0. Values are expressed by %

4.Discusion

Las vibraciones son fuerzas ciclicas que realizan un estimulo fisico las cuales han
demostrado promover la formacion ésea por medio de la diferenciacion y
proliferacion de osteoblastos [26]. Este fendmeno puede ser posible debido a que
el hueso es un tejido mecanosensitivo al igual que las células 6seas, las cuales
reaccionan a un entorno biomecanico, al poder activar vias de senalizacion

moleculares las cuales regulan la produccion de matriz, diferenciacion vy




proliferacion [16]. En el contexto del ambiente intraoral existen dos tipos de
frecuencia que son utilizadas para estimular el hueso alveolar, las denominadas
baja frecuencia que operan a =45Hz y las de alta frecuencia que son de =90Hz [24].
Esta revision sistematica contrasté las diferentes publicaciones relacionadas con las
vibraciones baja [6,9,20,23] y alta frecuencia [3,13,21,22] y el efecto osteogénico
que tienen sobre el hueso alveolar. Los resultados de esta investigacion mostraron
que las vibraciones de baja y alta frecuencia producen un estimulo mecanico que
conlleva a un efecto osteogénico sobre el hueso alveolar [3,6,9,13,20-23], ayudando
a mejorar la cicatrizacion en una extraccion dental [24], aumentar la densidad osea

[6], y contrarrestar los efectos de una osteoporosis inducida [13].
4.1 Efecto de las vibraciones de baja frecuencia

En los estudios analizados en esta revision que estimulaban con VBF se encontré
que por primera vez el uso de vibraciones estimulan el crecimiento y la osteogénesis
en huesos craneofaciales, como lo demuestra Mao et al. donde la aplicacion de
vibraciones de 0.2 Hz junto con una fuerza ortopédica logré incrementar la longitud
de la premaxilar comparada con el control [20], esto es debido a que las vibraciones
afectan las suturas ya que los datos histolégicos muestran que la sutura
premaxilomaxilar tratada con carga ciclica mostré6 una amplia separacion sutural
con islas de formacion de hueso nuevo [20],. Este resultado es consistente con lo
reportado por Mehmet et al. donde reportan que la aplicacion de VBF por un periodo
corto inducen el crecimiento craneal mediante el agrandamiento de las suturas
sagital y parietotemporal, ademas aumento la anchura craneal; por otra parte, el
mismo estimulo vibratorio por un periodo mas largo estimula la formacion de huesos
del craneo aumentando su anchura [27]. Estos resultados dan pauta a la posibilidad
de usar las vibraciones en combinacion con fuerzas ortopédicas durante una

ortodoncia interceptiva para lograr los efectos terapéuticos optimos.

Al mismo tiempo la aplicaciéon de VBF han sido sugeridas como alternativa para

prevenir la recidiva después del tratamiento de ortodoncia [9]. En nuestros



resultados de la revisién Oztiirk et al. reportd que la aplicacién de VBF en dos
periodos de retencién uno de corto (7 dias) y otro de largo (15dias) plazo,
postratamiento de ortodoncia, disminuia la recidiva, siendo el periodo de 15 dias el
que obtuvo una cantidad menor de recidiva, provocado por una disminucion del
RANKL y aumento en el numero de trabéculas 6seas en el hueso alveolar [9]; esto
es consistente con lo reportado por Garcia-Lopez et al. donde el estimulo con 30
Hz en osteoblastos disminuye la expresion de RANKL y promueven un aumento en
la actividad de los osteoblastos, esto puede conducir al aumento de densidad
mineral 6sea [28], lo que conlleva una aumento de hueso trabecular, grosor de
cortical y volumen tisular, esto puede representar la causa de la disminucion de la
cantidad de recidiva; de igual forma coincide con lo reportado por Kalajzic et al.,
ellos reportan una inhibicion en el movimiento del diente cuando se utilizan VBF [6].
Por otro lado, los resultados encontrados por Yadav et al. se contraponen a lo
anterior mencionado, dado a que ellos reportan que el uso de VBF en un periodo de
retencion no hace la diferencia en la cantidad de recidiva, a pesar de que la densidad
O0sea fue mayor en el grupo de vibraciones [23].

4.2 Efecto de las vibraciones de alta frecuencia

Dentro de nuestra revision los estudios que analizamos en los cuales estimularon
con VAF son los realizados por Alikhani et al. en los cuales reporto que el uso de
VAF presentan un efecto paraddjico sobre el hueso alveolar, creando diferentes
reacciones que dependen del contexto en el que se apliquen las vibraciones [3]. Por
una parte, cuando hay una fuerza ortodontica creando un movimiento dental el
efecto que se consigue es catabdlico, esto fue consistente con los estudios in vitro
de Benjakul et al. donde células del ligamento periodontal comprimidas por un disco
de acrilico y estimuladas mecanicamente con VAF sobre-expresaron los genes
relacionados con la reabsorcion 6sea RANKL y la PGE2 [29]. Sin embargo, en
hueso alveolar sano, en proceso de cicatrizacion post-extraccion, e inclusive con
osteoporosis las VAF estimulan el crecimiento, aumentan la densidad tisular,
volumen &seo, promoviendo un proceso de osteogénesis [3,9,20-23]. Esto es
posible debido a que el hueso alveolar es un tejido mecanosensible que reacciona



a diferentes estimulos mecanicos externos, adaptando la masa y estructura osea
en un proceso de remodelacion continuo [15,16]. Aunado a esto, en el ambiente
oral, el ligamento periodontal posee mecanorreceptores que dan respuesta a
estimulos mecanicos externos denominados Ruffini tipo |, los cuales se caracterizan
por poseer los dos tipos de respuesta, tanto como los de respuesta de adaptacion
rapida, localizados cerca del centro de resistencia del diente, como los de
adaptacion lenta, que se encuentran cerca del apice; los de adaptaciéon rapida se
activan solo cuando hay una carga mecanica de presion, mientras que los de la
unidad de adaptacion lenta dependientes de la frecuencia y magnitud de carga para
la trasmision del impulso [12]. Al mismo tiempo el estimulo vibratorio se propaga a
través de los tejidos, al observar que los efectos anabdlicos no solo se vieron
aumentados en la zona de aplicacion si no también en las areas adyacentes a este,
sin embargo, el efecto se va atenuando cuanto mas lejos este del area de
ampliacion [13,21].

Es importante senalar que el efecto anabdlico sobre el hueso alveolar de las
vibraciones de baja y alta frecuencia es resultado de la activacién de la via de
sefalizacion Wnt candnica [14-16]. En esta revisidn sistematica Alikhani et al.,
reportaron un aumento en el gen Wnt al aplicar vibraciones de 120 Hz [13]; esto
coincide con los resultados de Pravitharangul et al., donde reportan que
osteoblastos de origen mandibular tuvieron una sobreexpresion del gen Wnt10b
después de someterlas a vibraciones de 120 Hz [14]. La via de senalizacion Wnt
canodnica actua a través de los ligandos de Wnt como el Wnt10B, en un inicio las
proteinas de la Wnt se unen al receptor Frizzled y al co-receptor Lrp5/6 que se
encuentran sobre la membrana celular, lo que causa una concentracién de [3-
catenina dentro de los osteoblastos, inhibiendo la degradaciéon de B-catenina
fosforilada a través de la via de la ubiquitina-proteosoma; la concentracion de -
catenina dentro del citoplasma de los osteoblastos produce un desplazamiento de
esta enzima dentro del nucleo, donde se une a los factores de transcripcion
TCF/LEF y regula la expresiéon de RUNX2 [30]. Por lo que cabe sefalar que el efecto
anabolico de las vibraciones es mayor con vibraciones de alta frecuencia, esto

coincide con los mencionado por Pravitharangul el al. en donde su estudio en el cual



comparo la aplicacion de varias frecuencias sobre osteoblastos de mandibula y
mostraron que los niveles de proteina Wnt10b y ALP fueron superiores cuando se
aplicaron frecuencias >90Hz [14]. Se puede afirmar que por medio de promover la
proliferacion y diferenciacion osteoblastica junto con la mineralizacidon de la matriz
a través de la activacion de la via de sefalizacion Wnt candnica que induce la
liberacion de ALP, Runx2, y BMP2 que a su vez median el efecto de las vibraciones

de alta frecuencia en los osteoblastos, crean un ciclo [14-16,30].

Se tiene reportado que la via sehalizacion Wnt causa la activacién de la osificacion
tanto intramembranosa como endocondral [30], sin embargo Alikhani et al., mostro
en sus resultados que la aplicacion de las vibraciones de alta frecuencia en un
alveolo en proceso de cicatrizacion post-extraccidon ayuda a mejorar este proceso
de reparacion con base a la proliferacion y diferenciacién de osteoblastos, asi
mismo como fomentar la mineralizacion de la matriz debido al aumento de las
expresiones de Runx2 y Sox9, a lo se sugiere que las vibraciones de alta frecuencia
inducen la formacion de hueso intramembranoso principalmente y no el crecimiento

endocondral [22].
4.3 Otros factores que promueven efecto anabdlico.

Cabe destacar que existen otros factores que favorecen este efecto anabdlico
cuando se usan los estimulos vibratorios, como la reduccion de la actividad y
cantidad de osteoclastos [6,22,23]. Esto es consistente con los resultados que
obtuvieron Kalajzic et al. al observar que la cantidad de recidiva fue menor en ratas
que recibieron vibraciones de 30 Hz durante un periodo de retencion [6], ademas se
mostro una disminucion en la cantidad de osteoclastos evitando asi un
desplazamiento del diente. Estos resultados son similares con lo reportado por
Yadav et al. en el cual mostraron que el uso de VBF produce una disminucion de la
esclerosina la cual provocd una disminucion en la cantidad de osteoclastos [23].
Estos resultados son consistentes con la disminucion del gen SOST en osteoblastos
sometidos a vibracidén que reporté Gao et al. en su estudio in vitro [15]. El gen SOST
codifica la proteina esclerostina y principalmente es secretada por osteocitos y

células del ligamento periodontal la cual tiene como funcion la inhibicién de la



formacion 6sea al unirse de forma competitiva al correceptor Wnt, LRP5/6, la
esclerostina provoca la fosforilacion y degradacion de la beta-catenina y dificulta la
activacion de los osteoblastos [31,32], en este sentido una disminucion del gen
SOST representa una inhibicion al proceso de resorcion ésea. Por lo que una
depresion en el gen SOST ayudan a disminuir el movimiento dental al disminuir la
actividad de los osteoclastos, lo cual es el objetivo dentro de una etapa de retencion

post-ortodoncia o cuando se quiere detener un proceso de reabsorcion 6seo [6,23].
4.4Posible uso de las vibraciones en el protocolo de retencion

El efecto anabdlico sobre el hueso alveolar que se consigue con las vibraciones
tiene diversas aplicaciones clinicas, como podria ser una regeneracion de hueso
como parte del tratamiento de una periodontitis, o en este caso particular aumentar
la densidad tisular con el fin de prevenir la recidiva.

Solo dos estudios incluyeron en su disefio experimental en cual simulaban de una
situacion clinica de retencion ortodontica [9,23]; Yadav et al. reporto que no existe
una diferencia significativa en usar o no las vibraciones en el periodo de retencion
[23]. Por otra parte, Oztiirk et al. en sus resultados demostraron que la cantidad de
recidiva en lo grupos que siguieron el esquema de vibraciones fue menor que en los
grupos que siguieron un protocolo de retencion convencional, ademas de obtener
menor porcentaje de recidiva en los casos donde el periodo de retencion fue de 15
dias [9]. Esto puede ser debido a multiples factores el primero es que Oztiirk et al.
aplicaron el estimulo en un periodo mas prolongado ademas de ir incrementando
sus frecuencias de 10 Hz hasta 30Hz en un periodo de 9 dias ademas de que su
periodo de retencion maximo fue de 15 dias, y por lo contrario Yadav et al. aplico
vibraciones en su periodo de retencion que duro 7 dias [9].

Conclusion:

Las vibraciones de baja y alta frecuencia han demostrado tener un efecto anabdlico
sobre el hueso alveolar cuando se encuentra sano, en proceso de cicatrizacion e
inclusivo con osteoporosis. La manera en que las vibraciones provocan este efecto

anabdlico es a través del: Aumentando la densidad y volumen éseo, Incrementando



actividad osteoblastica, Disminucion del espacio intratrabecular y aumento del
grosor de las trabéculas Oseas, Sobre expresar biomarcadores osteogénicos,
Activacion de la via Wnt canonica, Disminucion de la actividad de osteoclastos por
inhibicion del gen SOST.

La mayor actividad anabdlica se observé en aquellos protocolos que fueron de alta
frecuencia (290H<) ademas de que el efecto se propaga a las zonas adyacentes.
El uso de vibraciones puede ser util en distintas areas de la odontologia, tal como
en la ortodoncia, al poder reducir el indice de recibida aumentando la densidad 6sea
post tratamiento, sin embargo, faltan estudios que puedan simular esta situacion
clinica con otros protocolos de vibracion y que se puedan obtener resultados

concluyentes.
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