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Titulo: “VIABILIDAD Y PROLIFERACION DE FIBROBLASOS
EXPUESTOS A VIBRACIONES DE ALTA FRECUENCIAY COMPRESION
MECANICA”

1.-RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

En el ambito de la ortodoncia, las vibraciones mecanicas han sido introducidas con el
propdésito de acelerar el movimiento dental. A pesar de investigaciones realizadas a lo
largo del tiempo para evaluar su eficacia, los dispositivos de vibracién fueron
comercializados sin resultados concluyentes sobre su capacidad para acelerar el
movimiento dental. Actualmente, se observa una tendencia hacia la investigacion celular
para comprender mejor su impacto en el proceso de remodelado éseo y su influencia
sobre las células responsables del mismo.

En este estudio, se evalud la proliferacion de fibroblastos del ligamento periodontal
obtenidos de un cultivo primario. Estas células se sometieron a estimulos como lo son
vibracion (150-175 Hz), compresién (2g), y una combinacion de ambos, simulando asi el
proceso de ortodoncia. La proliferacion fue evaluada mediante la prueba MTT, donde se
encontré que el grupo Vibracion y Compresion-Vibracién proliferaron mas respecto a su
control y el grupo Compresién disminuyé su viabilidad.

Palabras clave: vibraciones de alta frecuencia, proliferacion celular, viabilidad celular,
movimiento dental ortodéncico, fibroblastos
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2.-INTRODUCCION

La ortodoncia es el area de la odontologia encargada de la correccion de las
maloclusiones dentales, su aplicacion y desarrollo ha logrado evolucionar durante el paso
de los anos. Esta rama de la odontologia se ha adaptado a las necesidades del paciente,
a la época en que se desarrolla y los avances tecnoldgicos que estan en constante
innovacion. Asi mismo, el paciente ortodoncico ha logrado cambiar con él paso de los
afnos, entre esos cambios encontramos sus expectativas sobre el tratamiento, sobre lo
que espera estéticamente, el precio que esta dispuesto a pagar y el tiempo que desea
dure el tratamiento. Al atender a esta ultima, las vibraciones mecanicas se introdujeron
a la ortodoncia en busca de la aceleracién del movimiento dental siguiendo la evidencia
reportada en el area médica sobre su influencia en las células osteoblasticas.

Las vibraciones de baja y alta frecuencia tienen efectos anabdlicos y catabdlicos sobre
el proceso de remodelado 6seo y este efecto sera diferente dependiendo de la intensidad
y el momento en que se apliquen. Las vibraciones de alta frecuencia y la compresion
mecanica pueden estimular la proliferaciéon de fibroblastos y a su vez estas células
pueden aumentar en numero en respuesta a este tipo de estimulos. Este proceso es
importante en la reparacion de tejidos dafiados como es en el caso del movimiento dental
qgue es una respuesta del organismo dénde el hueso se repara y remodela a favor de las
fuerzas aplicadas.

Las vibraciones mecanicas ya se encuentran en el mercado y son aplicadas en
dispositivos con acceso al publico en general. Sin embargo, la evidencia actual no sigue
una linea cronoldgica de investigacion que permita al clinico recomendar su uso con el
suficiente sustento cientifico ya que los resultados son contradictorios y algunos de ellos
no cuentan con el disefio adecuado para la evaluacion de su efecto en el tratamiento
ortoddncico. Atento a lo anterior, nacio el propédsito de realizar el presente estudio donde
se evalué el uso de las vibraciones de alta frecuencia del dispositivo A10 ™ (150-175Hz)
el cual se encuentra en el mercado ofreciendo acelerar el movimiento dental y es un
dispositivo de libre venta. Esté estudio se realizé in vitro, ya que existe informacién
limitada que evalué la vibracién, tanto a nivel clinico como celular, y la poca que se tiene
a nivel celular, en su mayoria no ha sido aplicada con carga compresiva, componente
basico para simular el proceso ortoddncico in-vitro y/o en vibraciones de alta frecuencia;
ademas, estudios recientes han demostrado que las vibraciones de alta frecuencia
pueden influir positivamente en la homeostasis 6sea, no obstante, no se han dilucidado
los mecanismos a través de los cuales las vibraciones de alta frecuencia pudieran tener
una influencia sobre las células del ligamento periodontal; fibroblastos, osteocitos y
osteoblastos; por ello es de suma importancia profundizar en el temay con base a estos
resultados dar pauta a futuras lineas de seguimiento.
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3.-ANTECEDENTES

3.1TANTEDECENTES GENERALES

La maloclusion dental es definida por la OMS como una anomalia dentofacial perjudicial,
la cual implica una oclusion anormal y/o relacion craneofacial alterada, esta presenta una
afectacion funcional y estética, que altera a su vez el bienestar psicosocial del paciente
a cualquier edad (1).

Los objetivos del tratamiento ortoddéncico implican una mejora en la funcién y en la
estética dentofacial dependientes del tipo de maloclusion ortodéncica dental y/o
esqueletal, y conllevan un aumento en el tiempo del tratamiento, esto da paso a una
nueva etapa, la de la ortodoncia acelerada, la cual implica cumplir con los mismos
objetivos en un menor rango de tiempo y disminuye los factores indeseables que
podemos tener como consecuencia de periodos prolongados del tratamiento. La
busqueda de la ortodoncia acelerada es relevante ya que es la causa de la introduccion
de las vibraciones de baja y alta frecuencia en el area ortodoncica (2).

Vibraciones en Ortodoncia y su papel en el metabolismo 6seo

Las vibraciones son estimulos caracterizados por movimientos oscilatorios, los cuales
van a tener tres factores principales:

a) Frecuencia (Medida en Hertz, siendo el numero de oscilaciones por segundo).
b) Amplitud (Medida en mm, se refiere a la altura maxima que alcanza la onda).
c) Direccion del movimiento (3).

Con base a lo anterior, estos dispositivos vibratorios se van a dividir en dos, es decir, en
baja y alta frecuencia; los de baja frecuencia van a ser menores o iguales a 45 Hz,
mientras que los de alta frecuencia seran mayores o iguales a 90 Hz (4), actualmente
encontramos en el mercado diversos dispositivos que brindan vibraciones mecanicas
para ser utilizados en el area dental, el AceceleDent® y el A10 ™ son algunos ejemplos
y que siguiendo las especificaciones del fabricante producen 30 Hz y 150-175 Hz de
frecuencia respectivamente (5). Las vibraciones mecanicas como respuesta a cualquier
estimulo externo, iniciaran su proceso mediante la recepcién por la membrana, seguido
de una transduccioén en sefales intracelulares eléctricas que induciran una respuesta del
periodonto, aumentando la actividad celular presente durante la osteogénesis. La
estimulacion mecanica es importante en el mantenimiento del hueso alveolar (6).

En los ultimos afios se ha analizado el efecto de las vibraciones en el metabolismo 6seo,
asi como los efectos catabdlicos o anabdlicos dependientes de la presencia o ausencia
de cargas mecanicas; no obstante, los estudios que se encuentran en la literatura son
escasos e insuficientes los enfocados en células dentales humanas, pese a eso
dispositivos vibratorios ya se encuentran en el mercado (7,8). Por lo tanto, para poder
tener un contexto sobre las vibraciones y como podran ser aplicadas en este estudio
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hablamos de investigaciones enfocadas en el tratamiento ortodéncico y de estudios
realizados de manera In vitro ya que son pocos los que han evaluado directamente la
proliferacion de células especializadas en el recambio 6seo como lo son los fibroblastos

(9).

Uno de los primeros investigadores en describir el efecto de las vibraciones pulsantes
contra las fuerzas continuas en ortodoncia, fue el trabajo de Shapiro et al. 1979, el cual
aplicé una fuerza pulsante a los dientes para estimular la actividad osteogénica y mejorar
el movimiento de los dientes y reporté una probable deformacién ésea dependiente de
la magnitud de la tensién mecanica. En ese momento fue la unica informacién reportada
en la literatura sobre el movimiento dental inducido por las fuerzas pulsatiles y planteaba
un amplio panorama a futuras investigaciones (10).

En este sentido, la busqueda por evaluar los resultados de las vibraciones no solamente
se aplicé a la ortodoncia convencional, si no a ortodoncia con alineadores, Alansari et.
al. 2018, utilizaron un dispositivo llamado V pro5 ® que ya no se encuentra
comercialmente disponible y que vibraba a 120 Hz, ellos evaluaron citocinas en el fluido
crevicular gingival y los tiempos de recambio de los alineadores y el movimiento dental,
como resultado, las vibraciones a esta frecuencia disminuian significativamente los
intervalos de tiempo entre los alineadores, ademas, observaron niveles de citocinas y
marcadores de remodelacién ésea mas altos (P < 0.05) (11).

Estas investigaciones han demostrado que las fuerzas mecanicas generadas por la
ortodoncia convencional y las vibraciones impactan directamente en la microarquitectura
y la composicion celular de los tejidos periodontales. Estas fuerzas desencadenan una
respuesta celular, lo que podria incluir a los fibroblastos que son células clave en la
homeostasis y remodelacion de la matriz extracelular.

Los fibroblastos, al ser sensibles a las fuerzas mecanicas, exhiben cambios en su
actividad metabdlica y proliferacion en respuesta a estimulos fisicos. Las vibraciones
mecanicas pueden modular la expresidon génica y la proliferacion de fibroblastos (7).

Fisiologia del movimiento dental en ortodoncia.

Las fuerzas aplicadas de manera ortodéncica producen como respuesta la remodelacién
de tejidos, entre ellos; el hueso alveolar, el ligamento periodontal (LPD), encia y vasos
sanguineos. Al realizar esta carga sobre el periodonto se genera una respuesta
inflamatoria, la cual produce un cambio en la microcirculacién del LPD, formando areas
de isquemia y vasodilatacion, en respuesta a ello, se producen citoquinas, quimiocinas,
factores de crecimiento, neurotransmisores, metabolitos del acido araquiddénico y
hormonas (3).

En cuanto a las células responsables del modelado y remodelado 6seo, mencionaremos
a los fibroblastos, osteoclastos y osteoblastos, las cuales son capaces de responder ante
un estimulo mecanico (7); Los fibroblastos son células que se encuentran en el tejido
conectivo y son responsables de la produccidén y mantenimiento de la matriz extracelular.
En el contexto del remodelado 6seo, los fibroblastos juegan un papel importante en la
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formacion y mantenimiento del tejido 6seo. Son responsables de la produccién de
colageno y otros componentes de la matriz 6sea, asi como de la regulacién de la
actividad de los osteoblastos y osteoclastos, las células responsables de la formacién y
resorcion Osea, respectivamente. Ademas, los fibroblastos también pueden secretar
factores de crecimiento y citocinas que regulan la actividad de las células 6seas y otros
tipos celulares en el tejido conectivo. Por lo que podemos decir que los fibroblastos
desempenan un papel importante en el remodelado 6seo al producir y mantener la matriz
extracelular y regular la actividad de las células éseas (12).

Por su parte los osteoclastos participan mediante la degradacion del tejido 6seo
mineralizado, regulan la homeostasis del calcio, la erupcion y los movimientos dentales
ortoddncicos, a esto, se le denomina osteoclastogénesis, para ello se van a adherir a la
superficie del hueso donde se presentan enzimas proteoliticas que degradan la matriz
extracelular (3). Una vez migradas las células a las zonas de resorcion, se diferencian o
activan, y el grado de reclutamiento, diferenciacion, activacion y mantenimiento de estas
células, es dependiente del movimiento dental. La diferenciacion de los osteoclastos se
debe a la activacién de RANK (receptor activador del factor nuclear kB) por RANKL
(receptor activador del ligando del factor nuclear kB) expresado por las células
estromales en la médula 6sea y los osteoblastos (13).

Los osteoblastos son células responsables de la formacién ésea, se dedican a la sintesis
y depdsito de proteinas de la matriz del hueso, regulan la diferenciacion y actividad de
los osteoclastos; por su parte, tienen un papel importante en el recambio éseo y la
homeostasis del calcio; factores de transcripcion como el Cbfa/Runx-2, son
imprescindibles para la diferenciacion de los osteoblastos al actuar en las fases
tempranas, estos se derivan de células madre mesenquimales pluripotenciales que
tienen la capacidad de diferenciarse en cuatro linajes (14).

Los osteoblastos maduros, son células no migratorias altamente diferenciadas que,
pueden diferir en sus propiedades dependiendo de su etapa de desarrollo; su funcién
depende de su categoria, es decir si se encuentra de manera activa, estos van a ser
cubicos, mononucleares y ricos en actividad de fosfatasa alcalina, los cuales, sintetizan
y secretan colageno tipo | y glicoproteinas (osteopontina, osteocalcina), citocinas y
factores de crecimiento en una region de matriz no mineralizada (osteoide), entre el
cuerpo celular y la matriz mineralizada, los osteoblastos también producen minerales de
fosfato de calcio extra e intracelular (15).

Los osteocitos, son osteoblastos maduros que han quedado atrapados dentro de la
matriz 6sea y son responsables de su mantenimiento, luego, encontramos a las células
del revestimiento 6seo, las cuales no experimentan formacion ni reabsorcion dOsea,
finalmente, en ultimo lugar los osteoblastos inactivos (15).

Los osteoblastos y osteocitos se comunican entre si dando paso al calcio,
prostaglandinas y citocinas, estos presentan la enzima fosfatasa alcalina (ALP), la cual
permite la mineralizacion del material y media la reabsorcion llevada a cabo por los
osteoclastos a través de la sintesis de citocinas especificas y factores de crecimiento,
esta es un marcador de diferenciacién del fenotipo osteoblastico y un indicador de
formacion y recambio 6seo (16). Para que ocurra la regeneracidon ésea como
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consecuencia de la reabsorcion provocada, se lleva a cabo la liberacion de interleucinas
y factores de crecimiento, lo que, a su vez, desencadena la migracion de linfocitos,
macrofagos y precursores de osteoclastos, estas a su vez promueven la diferenciacion
de colageno tipo |, lll, V y VIl (16). Esta formaciéon del hueso comienza de 40-48 horas
después de la aplicaciéon de la fuerza ortoddncica, donde los osteocitos y osteoblastos
participaran respondiendo a la sefial e iniciando la aposicion ésea (4).

Los procesos de regeneracion y degradacion 0sea son estimulados por la tension, ya
sea mediante la contraccion muscular o por alguna carga extra, para ello las células
Oseas responden a las tensiones locales de manera precisa ante el estrés de rutina
proporcionado por las actividades de la vida diaria, gracias a que tiene propiedades
unicas de adaptacion (14). Los osteoblastos regulan la actividad de los osteoclastos al
expresar citocinas como RANKL y osteoprotegerina (OPG) que inhibe RANKL (13).

También participan en la remodelacion 6sea como respuesta al tratamiento ortodoncico:
el factor de necrosis tumoral (TNF) -a, interleucina (IL) -18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, interferon-y (IFN-y), biomarcadores tisulares (metaloproteinasas de matriz (MMP) -1,
MMP-2, MMP-9, inhibidores tisulares de MMP (TIMP) -1y 2) y quimiocinas (CCL2, CCL3,
CCL5, CCL7, CCL9, CXCL-8, CXCL9, CXCL10, CXCL12 y CXCL-13), mediante la
localizacion de leucocitos, células inmunes y células estromales (13).

El remodelado 6seo es un proceso dinamico y altamente regulado que implica la
formacion y resorcion de tejido 6seo, y varios tipos de células desempenan un papel
crucial en este proceso (5). La proliferacion de fibroblastos puede contribuir a la
remodelacion de los tejidos periodontales durante el movimiento dental, la expresion de
biomarcadores especificos indica la accion positiva de los fibroblastos en la remodelacion
de los tejidos (17).

Cultivo celular

El cultivo celular es un conjunto de técnicas que permiten el crecimiento celular de
manera controlada y en condiciones fisioldgicas en un laboratorio. Esta técnica es uno
de los procesos en investigacion con mayor importancia ya que periten estudiar de
manera especifica procesos celulares, bioquimicos y fisioldgicos de cualquier tipo celular.
Brinda informacion que permite evaluar un problema desde su unidad fundamental y
trasladarlo hasta algo mas complejo (18). Estas técnicas permiten que las células se
multipliquen gracias a un medio de cultivo formado por una compleja mezcla de
nutrientes y pH, estos nutrientes van a variar dependiendo de la linea celular a
desarrollar, estas condiciones deben ser estables y constantes. Las células para
cultivarse se pueden obtener mediante biopsias, tejidos o lineas celulares previamente
cultivadas (19). Existen diferentes tipos de cultivo celular:

El cultivo primario se refiere a la técnica de cultivo celular a partir de un explante de tejido
estéril que en condiciones fisiolégicas normales generaran células nuevas. Se permite
que las células se desplacen fuera del tejido después de una diseccion estéril, ya sea
adhiriéndose a un sustrato o descomponiendo mecanica o enzimaticamente el tejido para
generar una suspension que usualmente contiene una variedad de células. Estas células
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son mas representativas del tejido, aunque no todas pueden sobrevivir y reproducirse en
cultivos in vitro (20-22)

Cultivo celular secundario: Cuando las células de un cultivo primario crecen y se
multiplican, consumen nutrientes y es necesario trasladar una parte de ellas a otro
recipiente para proporcionarles mas espacio y condiciones nutricionales optimas. Este
proceso se denomina subcultivo o pasaje celular. A pesar de que estas células conservan
la mayoria de las caracteristicas de los tejidos originales, después de un numero limitado
de subcultivos, tipicamente alrededor de 10-20 (dependiendo del tipo celular), alcanzan
la senescencia y dejan de reproducirse (23).

Lineas celulares continuas: Se trata de células seleccionadas durante el proceso de
pasaje; se eligen aquellas con caracteristicas deseables, como una mayor capacidad de
crecimiento, y se homogeneizan en términos de genotipo y fenotipo. Algunas de estas
células pueden tener el potencial de multiplicarse indefinidamente, lo que las convierte
en lineas celulares continuas que pueden ser subcultivadas en serie durante numerosos
pasajes, posiblemente infinitos, sin perder su capacidad de crecimiento, a estas células
se les conoce como células inmortalizadas (23).

Evaluacion de viabilidad y proliferacion celular

El ensayo MTT se emplea para evaluar la actividad metabdlica de las células como un
indicador de su capacidad de supervivencia, reproduccion y de cuan toxicas pueden ser.
Este método colorimétrico se fundamenta en la conversion de una sal de tetrazolio
amarilla (conocida como bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT)
en cristales de formazan de color morado por parte de las células que estan
metabdlicamente activas (24). Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccién de una
sal de tetrazolio amarilla (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT)
a cristales de formazan de color morado por las células metabdlicamente activas. Las
células viables contienen enzimas oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H que
reducen el TTM a formazan (25). Los cristales de formazan insolubles se disuelven
utilizando una disoluciéon de solubilizacién y la disolucion coloreada resultante se
cuantifica midiendo la absorbancia a 500-600 nanémetros con un espectrofotdmetro
multipocillos. Cuanto mas oscura sea la disolucion, mayor sera el numero de células
metabdlicamente activas viables (24). El ensayo MTT se realizé con el Kit | de
proliferacion celular del fabricante Roche el cual sirvié para las dos pruebas.
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Viabilidad Celular y Proliferacion Celular

EI MTT se convierte en formazan principalmente por la accién de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa presente en las células viables. Las células metabolizan el
MTT, y el producto formazan se acumula en las células viables, lo que resulta en la
formacion de cristales de color purpura. Por lo tanto, la cantidad de formazan formado es
directamente proporcional al numero de células metabdlicamente activas y, por ende, a
la viabilidad celular. Este método permite determinar la cantidad de células vivas
presentes en nuestra muestra (24). Ademas de evaluar la viabilidad, el ensayo MTT
también puede ser utilizado para estimar la proliferacion celular. A lo largo del tiempo, si
las células estan proliferando, la cantidad de formazan formado aumentara, ya que habra
mas ceélulas metabdlicamente activas, estas mediciones pueden ser apoyadas de un
conteo celular (25).

Se realizé mediante el siguiente protocolo:

e Realizar un cultivo de tejidos utilizando microplacas de fondo plano de 96 pocillos,
de calidad para cultivo de tejidos.

e Agregar reactivo de etiquetado MTT e incube en una atmésfera humidificada.

e Aniadir tampon de solubilizacion e incubar en atmésfera humidificada.

e Evaluar la microplaca utilizando un lector ELISA de 550 a 600 nm con una longitud
de onda de referencia de >650 nm.
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3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Existen muy pocos articulos similares al presente estudio. En los antecedentes
presentados a continuacién existe unicamente un articulo realizado en fibroblastos donde
se evalua viabilidad celular mediante XTT, sin embargo, no se utiliza la compresion como
meétodo para simular el tratamiento de ortodoncia. También se incluyen aquellos articulos
donde se midid viabilidad celular, pero en células del ligamento periodontal. Existen otros
articulos en células en el contexto de las vibraciones los cuales no son incluidos pues
evaluan biomarcadores y no viabilidad celular.

Judex et al.2018. Realizaron un estudio donde se analizaba el efecto de las vibraciones
mecanicas sobre las tres principales lineas celulares involucradas en el movimiento
dental: Fibroblastos, osteoblastos y osteoclastos utilizando especificamente los
dispositivos Acceledent® y Vpro5 ™ (30Hz durante 20 minutos y 120Hz durante 5
minutos respectivamente), se analizo la proliferacién celular mediante un Kit de ensayo
de proliferacion celular. Ademas, para valorar la actividad de los osteoclastos y de la
fosfatasa acida se utilizé un kit AcidKit de Fosfatasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los
osteoblastos y fibroblastos mostraron mejores resultados de proliferacién celular con el
dispositivo VPro5 TM lo que el autor interpreta como uno de los factores para acelerar el
movimiento dental, sin embargo, en dicho estudio no se tomd en cuenta una medida
estandar de compresion, la cual es completamente necesaria para simular la fuerza
ortodoéncica (7).

De los articulos que tomarian el factor de carga compresiva como una variable se
encuentran el de Benjakul et al. 2018, sobre los efectos de la vibracion mecanica de baja
frecuencia combinada con la fuerza de compresién en las células del ligamento
periodontal humano, se aislaron células de premolares extraidos de cuatro individuos y
aplicaron tres ciclos de vibraciones de baja magnitud (0,3 g) a (30, 60 o 90 Hz) durante
20 min cada 24 horas incluyendo dos grupos mas, uno al que se le afiadié compresion
de 1,5 g / cm? 48 horas y otro de vibracion combinada con compresion, la viabilidad
celular se evalué mediante el ensayo MTT, Se calcul6 el porcentaje de viabilidad celular
con respecto al control. Ademas de PGE2, RANKL soluble (RANKL) y OPG cuantificado
mediante ELISA, para la cuantificacion de la expresion de RANKL, OPG y Runx? se utilizd
PCR en tiempo real, se obtuvieron como resultados un aumento de PGE? y RANKL de
manera significativa (P = 0,021 y P = 0,021), también observaron que la capacidad de
las células para mantenerse con vida disminuyd de manera significativa en los grupos de
compresion y vibracién con compresion. Lo cual podria explicarse por la posible pérdida
de células durante el proceso de extraccion de un cilindro de vidrio utilizado para aplicar
fuerza de compresion. Ademas, cuando combinaron la vibraciéon con la fuerza de
compresion, no se observé un aumento adicional en la reduccion de la proliferacion
celular en comparacion con la aplicaciéon exclusiva de fuerza de compresion. La vibracién
no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad de las células PDL in vitro ya que la disminucién
celular que tuvo el grupo de compresidn-vibracion es atribuida a la posible pérdida celular
al momento de extraer el disco de compresion (26).
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También en 2018, Phusuntornsakul et al. Realizaron un estudio que se centréo en
investigar como la vibracion mecanica combinada con fuerza de compresién afecta las
respuestas celulares en células del ligamento periodontal humano (hPDL). Ademas de
realizar prueba MTT para evaluar la viabilidad celular se examinaron varios marcadores
incluyendo la ciclooxigenasa (COX)-2, la prostaglandina E2 (PGE2) y las interleucinas
(IL)-6 e IL-8, tanto a nivel de ARN mensajero (ARNm) como de expresion de proteinas.
Las células hPDL se expusieron a una frecuencia de vibraciones de 30 Hz con una
compresion de 3g durante 20 min. El analisis de proliferacion no reveld diferencias
significativas en la viabilidad de las células de control y las estimuladas mecanicamente
a las 72 horas. La combinacion de vibracion mecanica y fuerza compresiva aumento
sinérgicamente la expresion de ARNm de COX-2, IL-6 e IL-8 en células hPDL y
posteriormente aumenté los niveles de PGEZ2, IL-6 e IL-8 en el medio de cultivo mediante
la activacion de la via de COX. Dado que PGE2, IL-6 e IL-8 lo que sugiere la posibilidad
de que la vibracién mecanica pueda potenciar la resorcion ésea alveolar en el sitio de
compresion durante el movimiento dental ortodoncico mediante un mecanismo que
involucra la via de COX (27).

En el estudio de Kun-Hong Bai et. Al.2019, se observé el efecto de las vibraciones sobre
la diferenciacion osteogénica de las células madre del ligamento periodontal, para ello,
aislaron dichas células de premolares y las distribuyeron de manera aleatoria en un grupo
de cultivo de vibracion mencionando una frecuencia de 40 Hz, una magnitud de 0.3g.
durante 15min/24 h y un grupo control sin dicho estimulo; cabe destacar que no se
menciona la aplicacion de una fuerza compresiva que pudiera simular la carga
ortoddncica, la expresion del gen de osteogénesis que se analizé fue mediante PCR-RT
y la expresion de la proteina mediante Western blot, la capacidad de diferenciacion de
osteogénesis mediante tincidon con rojo de alizarina, se obtuvo como resultados que las
vibraciones a esta frecuencia y magnitud, habian producido un incremento en la
capacidad de proliferacion y migracion de las células madre del ligamento periodontal
(28). A pesar de que son pocos los articulos que han evaluado directamente proliferacion
de fibroblastos podemos deducir por los resultados en la literatura que estos podrian
representar cambios celulares importantes que se dan al momento de aplicar estimulos
como las vibraciones y con ello crear una linea de respuesta celular realizada por las tres
principales lineas celulares involucradas en el movimiento ortoddncico; fibroblastos,
osteoblastos y osteoclastos (7,29).
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las vibraciones mecanicas tienen un efecto bifasico en el hueso alveolar que depende
del contexto en el que sean aplicadas, en ese sentido, la medicina ha aprovechado su
efecto anabdlico para aumentar la densidad del hueso mientras que en ortodoncia se
han usado con la finalidad de acelerar el movimiento dental a través del catabolismo
0seo que se presenta cuando existe una fuerza mecanica de por medio (brackets), en
teoria, como consecuencia, se acelera el tratamiento ortodéncico, es por ello que la
mayoria de las publicaciones en el area son en términos de aceleracion, sin embargo,
estos reportes no son concluyentes y algunos de ellos presentan riesgos de sesgo en la
metodologia.

Con la finalidad de acelerar el tratamiento ortodéncico, se ha comercializado el
dispositivo A10 ™ (vibraciones de alta frecuencia), sin embargo, como se menciona
previamente, su efectividad es controversial, y destaca, que son Iimitadas las
investigaciones en alta frecuencia como lo son los 150-175 Hz que alcanza el dispositivo,
también son escasas las que determinen su efecto a nivel celular, y ademas, en la
mayoria de ellas se excluye una variable de suma importancia “la compresion mecanica
celular’, estrategia que permite simular un tratamiento de ortodoncia in-vitro. Asimismo,
y a pesar de que ya existen algunas investigaciones en modelos animales y humanos,
es de suma importancia establecer las bases celulares con un buen disefio metodoldgico
que sustenten su uso futuro durante el tratamiento de ortodoncia y con fines de
aceleracion, o en su defecto, modificar este enfoque.

Las células encargadas del movimiento dental son los fibroblastos, osteoblastos y
osteoclastos, las cuales suelen presentar cambios que al ser interpretados de manera
adecuada podran hablarnos de qué es lo que sucede cuando aplicamos ciertos
estimulos. A pesar de la importancia de la proliferacién de fibroblastos en la fisiologia del
movimiento dental al ser células que participan activamente y regulan a las otras células
participantes en el proceso celular y su relevancia clinica, se carece de una comprension
integral de cémo las vibraciones de alta frecuencia y la compresién mecanica influyen en
este proceso. Por lo que se planea la siguiente pregunta:

¢ Existe mayor Viabilidad y proliferacion de fibroblastos al aplicar vibraciones de alta
frecuencia 150-175 Hz y compresion mecanica?
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5.-JUSTIFICACION

Los fibroblastos, osteoclastos y osteoblastos presentes en el ligamento periodontal
juegan un papel fundamental para facilitar el movimiento dental ya que son células
encargadas de reaccionar a estimulos y con ello crear cambios en los tejidos. Por lo
tanto, son el objetivo principal de técnicas, farmacos y dispositivos disefiados para
acelerar el movimiento dental.

Estas células son capaces de detectar y responder a sefiales mecanicas, y entre estas
sefales podemos encontrar las vibraciones, que son una forma de sefiales mecanicas
generadas por dispositivos oscilantes, gracias al diseio de estos dispositivos pueden
aplicarse de manera sencilla y comoda a las estructuras dentales comparadas con otras
opciones mas invasivas. Realizar estudios que nos ayuden a entender que esta pasando
a nivel celular desde el punto mas basico, pero con el disefio experimental adecuado,
podria darnos la pauta sobre el futuro de estos estimulos en la ortodoncia o bien, ser un
precedente que nos lleve a nuevas investigaciones y enfoques.

Es por ello que los fibroblastos son las células ideales para este estudio ya que al
proliferar nos hablan de un remodelado 6seo debido a que estan presentes en dicho
proceso, ya sea por si solas al producir proteinas especificas o actuando sobre la
proliferacion de otras células igual de importantes en dicha serie de reacciones. Ahora
bien, el disefio de un experimento que logre representar la fuerza aplicada durante el
tratamiento ortoddncico al aplicarse carga compresiva y que ademas utilice uno de los
dispositivos que esta de venta en el mercado el cual brinda una frecuencia de vibraciones
que han sido las menos estudiadas, sera un gran parteaguas para futuras
investigaciones.

El presente estudio buscé llenar este vacio en la literatura cientifica al investigar de
manera integral y especifica como las vibraciones de alta frecuencia, la compresion
mecanica y su interaccion impactan la proliferaciéon de fibroblastos. El objetivo es aportar
un conocimiento mas completo sobre la respuesta celular en el entorno ortoddncico, lo
que podria tener implicaciones significativas en la optimizacion de los tratamientos
ortoddncicos y la salud periodontal de los pacientes.
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6.-HIPOTESIS

Hi: La viabilidad y proliferacion de fibroblastos expuestos a vibraciones de alta frecuencia
y compresién mecanica es mayor a la proliferacion de fibroblastos expuestos Unicamente
a compresién mecanica.

Ho: La viabilidad y proliferacion de fibroblastos expuestos a vibraciones de alta
frecuencia y compresion mecanica es menor a la proliferacion de fibroblastos expuestos
unicamente a compresion mecanica.

7.-OBJETIVOS

7.1General:

Evaluar la viabilidad y proliferaciéon de fibroblastos expuestos a vibraciones de alta
frecuencia y compresién mecanica

7.2 Especificos

e Evaluar las oscilaciones del dispositivo A10 para saber si son las mismas que
reporta el fabricante.

e Evaluar si las vibraciones emitidas por el dispositivo A10 son constantes al
colocarle la caja de cultivo con medio y células.

e Calcular y disenar un disco de compresion que ejerza 2g de compresion.

e Realizar cultivo primario de fibroblastos para reproducir y experimentar con los
mismos.

e Evaluar la viabilidad y proliferacion celular in vitro en cultivos de fibroblastos
periodontales mediante la prueba de ensayo MTT (sin estimulos).

e Evaluar la viabilidad y proliferacion celular in vitro en cultivos de fibroblastos
periodontales mediante la prueba de ensayo MTT después de la aplicacién de
vibraciones de alta frecuencia (150-175Hz/5min) (Solo vibracion).

e Evaluar la viabilidad y proliferacion celular in vitro en cultivos de fibroblastos
periodontales mediante la prueba de ensayo MTT después de la aplicacién de
compresion (2.0g/cm?) (solo compresion).

e Evaluar la viabilidad y proliferacion celular in vitro en cultivos de fibroblastos
periodontales mediante la prueba de ensayo MTT después de la aplicacién de
vibraciones mecanicas (150-175Hz/5 min) y compresion (2.0g/cm?) (vibracion y
compresion).
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8.-MATERIALES Y METODOS

8.1 Diseno del estudio.

. Experimental.
. Descriptivo.
. In Vitro.

8.2 Poblacion y muestra.

Fibroblastos periodontales sembrados en microplacas de cultivo celular de 6 pozos, de
fondo plano con un volumen de 200 microlitros

Muestreo:

Asignacion aleatoria simple.

Dicho muestreo se llevo a cabo ya que las células en cultivo asumieron una constitucion
homogénea, evitando el problema inherente a la heterogeneidad de las muestras.

Grupos. 4 grupos divididos en:

. Control: 2 pocillos de 1 placa de seis pocillos con 2.5 x 10° células por pocillo sin
estimulo alguno. Un control por grupo experimental

e Vibracion: 2 pocillos de 1 placa de seis pocillos con 2.5 x 10° células por pocillo a
las cuales se les aplicaron vibraciones mediante el dispositivo A10 TM de 150-175
Hz, por 5 minutos. Un control por grupo experimental

. Compresion: 2 pocillos de 1 placa de seis pocillos con 2.5 x 10° células por pocillo
a las cuales se les aplicé una compresion de 2g/cm?.

. Compresion y vibracion: 2 pocillos de 1 placa de seis pocillos con 2.5 x 10° células
por pocillo a las cuales se les aplicé una compresion de de 2g/cm? y vibraciones mediante
el dispositivo A10 TM de 150-175 Hz por 5 minutos.

8.3 Criterios de seleccion.

8.3.1 Criterios de inclusién:
. Células de reciente ingreso.

. Volumen celular de 2.5x10° células por pocillo.

8.3.2 Criterios de exclusion:
. Volumen celular menor a 2.5x10° células por pocillo.

8.3.3 Criterios de eliminacion
. Presencia de turbidez del medio.

. Presencia de granulos en el sobrenadante.



8.4 Variables

VARIABLE

Vibracion

Charga compresiva

Viabilidad

Proliferacion

celular

celular

DEFINICION
CONCEPTUAL

Estimulos
caracterizados
movimientos
oscilatorios.
Presibn a que esta
sometido un cuerpo
por la accién de
fuerzas opuestas que
tienden a disminuir su
volumen.

por

Proporcion de
Células vivas vy
funcionales

existentes en una

poblacién celular.

Aumento en el
numero de células a
través de la divisidon
celular
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DEFINICION
OPERACIONAL

Estimulo aplicado
mediante el dispositivo
A10™ a 150-175 Hz
durante 5minutos

Fuerza aplicada
mediante un cilindro de
plastico de 32mm de
diametro.

Integridad estructural y
funciona mediante el
estudio MTT

Células que proliferen
evaluadas mediante el
estudio MTT

CATEGORIA

Independiente
cuantitativa por
razondiscreta

Independiente
Cuantitativa
Por razon
Discreta.

Dependiente
cuantitativa
por razon
Continua.

Dependiente
cuantitativa
por razon
Continua.

ANALISIS
ESTADISTICO

ESCALA

Hertz.

No se
120Hz. requiere
Gramos
sobre
centimetro No se
cuadrado requiere
2gr/icm?

Células Graficos
sobre .
centimetro Porcentaje
cubico

(células/cm?

)

Células

sobre Graficos
centimetro Porcentaje
cubico

(células/cm

3)
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8.5 Concordancia y fiabilidad.

Para asegurar la concordancia y fiabilidad de este estudio se llevaron a cabo diferentes
pasos durante la parte experimental:

e Estandarizacion del procedimiento: Cada procedimiento fue realizado de manera
estandarizada, tomando en cuenta desde tiempos iguales entre la toma de cada
muestra, la aplicacion de estimulos, la lectura de resultados hasta establecer
protocolos de elaboracién para cada paso, por ejemplo: resuspender el mismo
numero de veces al momento de tripsinizar las células.

e Calibracion de equipos: El equipo de vibracién fue calibrado con el vibrémetro
Laser Doppler OMS LaserPoint LPO1, ademas de ser un dispositivo
completamente nuevo también fue utilizado con el 100% de carga siempre.

e Control de condiciones ambientales: Las células fueron cultivadas, almacenadas
y estimuladas en la misma incubadora y en el mismo cuarto de cultivo celular.

e Pruebas piloto: se realizé una prueba piloto del experimento para identificar
posibles problemas y ajustar el disefio experimental.

8.6 Ubicacion espaciotemporal
Laboratorio de interferometria. Facultad de Ciencias Fisicomatematicas BUAP

Laboratorio de Fisiologia Celular. Facultad de Medicina BUAP
Aspectos éticos

El material biolégico extraido del paciente vivo fue recolectado por un profesional de la
salud tras una detallada explicacion al paciente sobre el propdsito de la muestra, el
meétodo de recoleccion y su finalidad. El paciente otorgdé su consentimiento informado,
redactado y presentado conforme a los principios éticos establecidos en el Cédigo de
Nuremberg y la Declaraciéon de Helsinki (Anexo1). Las muestras obtenidas se destinaron
exclusivamente con fines de investigacion apegados a la no maleficencia. Todos los
procedimientos realizados en el tejido siguieron las pautas especificadas en la normativa
NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y se adhirieron a los criterios establecidos por el Comité de
Bioética de la FEBUAP y la FMBUAP (30):

e Beneficencia: El propésito de este estudio es maximizar los beneficios para la
comunidad al tiempo que se minimizan posibles dafos, llevando a cabo una
evaluacion exhaustiva de los riesgos y ventajas antes de realizar experimentos
con células.

¢ No maleficencia: Se compromete a no causar dafio innecesario a las células o
tejidos utilizados en esta investigacion.

e Confidencialidad: Se asegurara de que la informacién asociada a las células
donadas y los datos de investigacion se mantenga en secreto para preservar la
privacidad de los donantes y prevenir cualquier forma de discriminacion.

e Justicia: En este estudio, se garantizara una distribucion equitativa de los
beneficios y riesgos asociados a la investigacion con células (25).

e El estudio a nivel celular permite un adecuado control de factores fisicoquimicos
y fisioldgicos del medio en el que se cultivan las células. Por lo que el manejo del
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tejido fue realizado de manera adecuada y responsable de acuerdo con la NORMA
Oficial Mexicana NOM-037-SSA3-2016, para la organizacion y funcionamiento de

los laboratorios de anatomia patologica.

Normas de bioseguridad

o0 oo

k.

L.

m. No comer, beber, fumar, guardar alimentos, ni aplicar cosméticos en el laboratorio.

Utilizar batas o uniformes apropiados.

Para ciertas actividades utilizar guantes, tapabocas, gorros.

Usar calzado cerrado.

Los uniformes y batas contaminadas se deben colocar en recipientes
identificados, para proceder a su esterilizacién.

Proteger los ojos y la cara de salpicaduras con lentes de seguridad u
otros dispositivos de proteccion.

Lavarse las manos antes y después de haber manipulado materiales,
durante el trabajo con cultivos, al abandonar el laboratorio y cuantas
veces sea necesario para evitar contaminaciones en los
experimentos.

Descontaminar por agentes quimicos o calor todo el material
biolégico o contaminado con éste antes de ser eliminado.

Limpiar y desinfectar las superficies y Utiles de trabajo cada vez que
se trabaja con distintas lineas.
Verificar periddicamente las propiedades del cultivo.

No tocarse partes del cuerpo mientras se estd manipulando
materialbiolégico.

No pipetear con la boca.

Emplear las pipetas automaticas o propipeta

Fuentes de recoleccion

Se tomd una muestra de tejido de un paciente masculino sano libre de caries y
enfermedad periodontal de la clinica de Ortodoncia de la FEBUAP para el cultivo primario

de Fibroblastos periodontales.
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8.7 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS
Calibracion y caracterizacion de dispositivo de vibracion A10™

El dispositivo A10 es un dispositivo de uso dental comercializado en México por la casa
comercial TD (TD, Monterrey, N.L, México) (Figura 1) la indicacion de este es para
aceleracion de movimiento dental durante el tratamiento de ortodoncia. Segun el reporte
del fabricante el dispositivo brinda vibraciones de alta frecuencia las cuales oscilan de
+/- 150 Hz a 175 Hz, dicho dispositivo esta indicado una vez al dia durante 5 min. Como
se muestra en la figura 2.

Figura 1. Dispositivo de Vibracién. Muestra las partes del dispositivo.1. Cargador de iman. 2.
Dispositivo. 3. Limpiador bucal. 4. Cable toma corriente con salida USB. Tomado de TD ™ (31)

ACELERADOR DE

CON SOLO 10 MIN AL DIA ACELERA HASTA EN UN 40% TUS TRATAMIENTOS DE
ORTODONCIA
E A10 esta disenado para que lo utilice el paciente de ortodoncia
durante el tratamiento de alineadores o brackets para facilitar el
movimiento menor de los dientes. Reduce el tiempo de tratamiento
hasta en un 40% con brackets convencionales. E dispositivo de
vibracion A10 debe usarse durante un total de 5 minutos por dia en
una sola sesidn.

. -Alineador que emite vibraciones de alta frecuencia (+/- 150 hertz
a 175 hertz).
l / -Para conveniencia del paciente solamente se requiere un uso diario
de 10 minutos.
-Aumento gradual de la vibracion hasta alcanzar su mdxima
potencia.
-Notificaciones luminosas para una fdcil operacion

Figura 4. Folleto promocional. Indicaciones del fabricante. Muestra los Hz a los cuales el fabricante
reporta que oscilay el tiempo de uso para el paciente. Tomado de TD ™ (31)
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El dispositivo de medicion de vibracion LaserPoint LPO1 de OMS (OMS, Optical
Measurement Systems. Laguna Hills, CA. EE. UU), basado en la tecnologia del laser
Doppler y el laser de diodo, es un instrumento altamente preciso. Este equipo puede
detectar vibraciones sin necesidad de contacto con objetos a una distancia de hasta
cinco metros, sin requerir ajustes opticos 0 mecanicos (Figura 3). El vibrometro estandar
LPO1 tiene la capacidad de medir frecuencias de vibracion de hasta 20 kHz (32).

OMS LaserPoint LPO1
Laser Doppler Vibrometer

Figura 7. vibrometro laser Doppler OMS LaserPoint LPO1.Tomado de OMS Corporation (32).

Para la caracterizacion y calibracion del dispositivo A10™ se utilizé el vibrometro Laser
Doppler OMS LaserPoint LP01 existente en el laboratorio de interferometria en la
Facultad de Ciencias Fisicomatematicas BUAP.

Se establecieron puntos especificos del dispositivo A10 para realizar un mapeo de las
oscilaciones que tenia el dispositivo (Figura 4).

Para el mapeo unicamente del dispositivo de vibracion se establecieron tres puntos base
sobre el mango del vibrador en la parte donde se sostiene el limpiador bucal y con ayuda
del vibrometro se midieron las oscilaciones.

Tomando en cuenta el mapeo inicial se eligid el punto uno para medir las oscilaciones
del dispositivo durante 10 min ya que el fabricante reporta que se puede usar de 5 a 10
min consecutivos, los registros se realizaron cada que existia una variante en la cantidad
de Hz (Figurab).

El dispositivo se mantuvo todo el tiempo sostenido con una pinza metalica ajustable a
una mesa holografica que esta dinamicamente amortiguada e impide la transferencia de
movimientos propios del piso o ambiente para evitar alterar los resultados (Figura 6).



Figura 11. Puntos mapeados. Puntos de
dispositivo de vibracion que fueron
mapeados con el vibrometro (Fuente
propia)
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Figura 8. Imagen del software basico. Para adquirir los
datos del vibrémetro, realizar FFT y convertir las sefiales
recibidas a unidades de velocidad, aceleraciény
desplazamiento (Fuente propia).

Figura 14.Ubicacidn para calibracién de dispositivo A10. A) y B) Imagen del dispositivo de
vibracién en la posicién para el mapeo inicial sobre una mesa que inhibe vibraciones
externas (Fuente propia).
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Calculo y diseno de dispositivo de compresion

Con el fin de representar la presion ejercida sobre los tejidos durante movimientos
ortoddncicos, se disefid un dispositivo que por sus caracteristicas sea facil de colocarse
sobre las células y que solo con posicionarlo encima ejerza 2 g de compresioén (33).

Para lograr este objetivo, se conté con el respaldo del laboratorio de interferometria de
la Facultad de Ciencias Fisicomatematicas de la BUAP. Se calculd y disefié un disco de
acrilico que incluye un cubo como asa para facilitar su manipulacién y colocacién en el
pocillo. Los calculos realizados tuvieron en cuenta la densidad del material, asi como el
tamano y la disposicidn del disco dentro del pocillo, junto con el cubo disefiado para su
manipulacion. Inicialmente, se tomaron las medidas de los pocillos de la placa de 6 pozos
que se utilizarian en el experimento. Se consideraron las dimensiones disponibles para
el dispositivo de compresién, teniendo en cuenta que este debia contener tanto las
células como el medio de cultivo necesario para su supervivencia, ademas de garantizar
la adecuada aplicacion de la compresion.

Primero de tomaron medidas con un Vernier del espacio disponible en el pozo para la
colocacion del dispositivo de compresion (Figura 7). Una vez que se obtuvo la
informacion de las dimensiones del pocillo se calculd el disco de compresion. Se tomd
como formula principal Densidad= masa/volumen, los datos con los que contabamos era
la densidad del acrilico que en este caso era de 1.19 y contabamos con cierta informacion
para el volumen; el diametro del disco y la altura aproximada que tendria el cubo de
acuerdo con las dimensiones que sacamos con el vernier del pocillo (Figura 8).

Figura 7. Toma de medidas de pocillo para disefio de disco de compresidn (Fuente propia).
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mm

mm

V= n(:’)i h = Vrrth
v = (22 0.49em

Masa = Volumen x Densidad
Diametro (D)
Altura (h)

- cm®
Densidad (p)+acrilico 1.8a1.20+ 1.19+0.01 v =3.4405cm

3.978g =3.4405 cm? (P)
=297 _ - 4 1562 glem?
3.4405 cm?

=1.16

Volumen = { xf x(
V=(2)20,003=1.17

M =VXP

M =[n(3)* h] Xh XP

M= [£(*57(0.3 em)|X1.17 2
M =3.00209

M2 =2.0013
M1.5=15010

Figura 8. Desarrollo de ecuacion para calculo de dimensiones de dispositivo de compresion

.. Calculo de la base
- U =W

h=1-0.15cm
D=33m=3.3cm
M =VxP

M= [r(2)? h)(P)

3.3cm

M= [ (2
M=1.5138¢g

)? (0.15em)](1.17g/cm?)

Diametro (D)
Altura (h)
Densidad (p)

Calculo de soporte

MS
MS=Vxps v=X V=7
P V1 = 04996
MT= MB + MS - 1.17g/cm3
MS= MT — MB
MS= 2g —1.5010g _ 0499
MS =0.4.99¢ 1.18g/cm?

(Fuente propia).

Masa Necesaria: 2g
Masa=Volumen x Densidad

Volumen = { x({ x(
Densidad del acrilico 1.19+0.001 g/cm?

Masa = Volumen x Densidad

V =Ancho x Largo x Alto
Alto =8mm = 0.8cm

Ancho =3mm-=0.3cm
v

0.4269c¢m3

Largo = (0.8 cm)(0.3cm)

—— — /
Largo = " Largo =1.7766cm 17.76mm e
_0.4228cm?
Largo - (0.8 cm)(0.3cm)
=10.4264 &3 Largo=1.7616
=0.4228 cm?

Figura 9. Desarrollo de ecuacion para calculo de dimensiones de dispositivo de compresién.

Calculo de soporte (Fuente propia).

Ya que nuestra masa necesaria era de 2g, entonces la masa por el volumen debe ser
igual a 2. Para sacar el volumen del cubo se us6 la formula de lado por lado por lado y

para el disco base el volumen sera igual a mr2h. Al sumar los dos volimenes y
multiplicarlos por la densidad nos dio 2, lo que es equivalente a 2g (Figura 9) (34,35).

Una vez que se calcularon las dimensiones del dispositivo de compresion se realizo el
disefio de manera digital para poder cortar las piezas con laser, tanto del disco como del
cubo, los cuales utilizaron acrilico de diferente grosor, para esto se utilizé un software
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llamado “Nx de Siemens", el cual es un software de PLM (product life manager) y se
utilizé el médulo de disefio mecanico para realizar los croquis (sketches) que se utilizaron
para la cortadora laser (figura 10).

Figura 10. Disefio digital de disco de compresion para corte laser A) Disefo de dispositivo, B)
Software de PLM para cortadora laser, C) Hoja de calculo Microsoft Excel 2019 para calculo de
peso (Fuente propia).

Ya cortadas las piezas se pesaron en la balanza analitica todas por separado, los discos
y los cubos y se registro el peso de cada pieza como se muestra en la (figura 11).

Con ayuda de adhesivo epodxico para acrilico se unieron las piezas para que juntas
tuvieran un peso de 2g (Figura 12). Una vez pegadas se repitio el procedimiento de
pesarlas en la balanza analitica ahora como piezas unicas (Figura 13).

Figura 11. Balanza analitica para la medicién del disco de acrilico (Fuente propia).
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Figura 12. Elaboracion de discos de compresion. A) Unién de cubos con disco de compresion.

Dispositivo de compresion (Fuente propia).

— B

Figura 13. Balanza analitica para la medicién del disco de acrilico ya conformado
(Fuente propia).

B)
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Prueba piloto de dispositivo de vibracion A10 ™

Para verificar que las vibraciones tendrian una distribucién homogénea al momento de
realizar la parte experimental se realizé una prueba piloto en el siguiente orden:

1. Los discos de compresion se colocaron sobre el agua que simulaba el medio,
estos fueron tomados con pinzas para simular la manera sutil en que deben
colocarse para no danar las células (Figura 14).

2. Se coloco el dispositivo de vibraciéon A10 en una base con una pinza metalica
para mantenerlo fijo (Figura 15).

3. Se establecieron puntos de mapeo en la placa de cultivo para ser medidos
(Figura 16).

4. Se colocé la placa de 6 pozos sobre el vibrador, esta placa contenia 2 ml de agua
simulando la cantidad de medio de cultivo en la que estarian las células (Figura
12).

Figura 14. Caja de 6 pozos con agua que simula medio de cultivo y discos de compresion (Fuente propia).

5. Sobre la placa de 6 pozos ya cerrada se colocd un nivel para establecer una
posicion replicable (Figura 13).

6. Una vez todo montado se encendié el dispositivo durante 5 min y se mapearon
ciertas zonas en la caja de cultivo.

Figura 15. Prueba piloto. Ubicacién de Figura 16. Puntos de mapeo. Ubicacién de
experimento y vibrometro en posicidn puntos a mapearenlacajade 6 pozos (Fuente
para mediciones (Fuente propia). propia).
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Cultivo celular primario
Obtencién de fibroblastos periodontales humanos.

Para la obtencion de los fibroblastos se tomé una biopsia de tejido humano de un
paciente masculino sano, libre de caries y enfermedad periodontal que acudi6é por
tratamiento a la clinica de Ortodoncia de la FEBUAP y firmé el consentimiento informado
(Anexo 1).

Se le explico a él paciente la finalidad, asi como el procedimiento, el cual se llevé a cabo
en la misma clinica por el cirujano maxilofacial responsable quirurgico de la misma.

e Con ayuda de unas pinzas adson desdentadas y estériles se tomaron partes del
tejido residual unido a la raiz del 6rgano dentario al momento de hacer la
extraccion con el menor trauma posible (Figura 17).

Figura 17. Retiro de tejido
enlapartedelaraizdelOD
extraido (Fuente propia)

Figura 18. A) Y B) Almacenamiento de tejido en falcon para ser
llevado a procesar (Fuente Propia).

e Eltejido fue depositado en un tubo falcon que contenia medio de cultivo DMEM a
temperatura ambiente y sellado herméticamente, la muestra fue llevada
inmediatamente al laboratorio para ser procesado (Figura 19).

e Una vez en el laboratorio el tejido fue depositado en cajas Petri con DEMEM y con
ayuda de un bisturi el tejido se corté en repetidas ocasiones hasta convertirlo en
pedazos pequefios (Figura 20) (36).



Figura 19. Division del tejido con bisturi mango 3 hoja 15 (Fuente propia).

Estos explantes se lavaron con solucion salina amortiguada estéril (PBS) multiples
veces hasta observar que el tejido se encontrara libre de sangre (Figura 18).

Figura 20. Lavado de explantes (Fuente propia)

Los tejidos se observaron al microscopio para verificar la existencia nula o minima
de eritrocitos.

Una vez que los tejidos estuvieron lo mas libres de eritrocitos se cortaron en
pedazos aun mas pequefios y se repartieron lo mas uniformemente en dos placas
de 6 pozos que contenian 2ml de DEMEM suplementado al 10% de suero fetal
bovino SFB y 4% de antibidtico (ATB).

Una vez depositados en las cajas Petri, los tejidos se colocaron en una incubadora
con camara humeda, manteniendo una temperatura de 37 °C y una atmédsfera con
un 5% de CO2. Esta incubadora se encuentra ubicada en el Laboratorio de
Fisiologia Celular de la Facultad de Medicina de la BUAP. El laboratorio cuenta
con un area estéril destinada a cultivos celulares y es donde se localiza la
incubadora.

» Se llevd a cabo el cambio de medio de cultivo cada 24 horas. Para ello, se
realizaba una observacion de los tejidos al microscopio antes y después del
cambio, tras lo cual se volvian a colocar en la incubadora.

* Durante una semana y media, se efectué el cambio de medio cada 24 horas
utilizando DEMEM suplementado con un 10% de SFB y un 4% de antibioticos.

» Al no observarse indicios de la presencia de fibroblastos desprendidos de los
tejidos, se decidié suplementar el medio de cultivo con un 10% de SFB y un 2%
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de antibidticos. Ademas, se modifico la frecuencia del cambio de medio a cada 48
horas.

* Una semana después, se detectaron los primeros fibroblastos en los pocillos
mediante observacion microscopica.

» Con el objetivo de fomentar la replicacion celular, se establecié un régimen de
cambio de medio de cultivo cada 48 horas, utilizando un 10% de SFB y un 4% de
ATB durante un mes.

* En cada cambio de medio, se evaluaba visualmente el aumento en el numero de
células en cada pozo, observando la confluencia de estas células. Esta evaluacién
se realizaba a simple vista, ya que era posible distinguir entre el tejido explantado
y los propios fibroblastos.

* Después de 6 semanas desde la toma inicial del tejido, se alcanzé una
confluencia del 99% en dos de los pocillos. En este punto, se procedié a la
tripsinizacion de estos pocillos, ya que, si las células cubren toda la superficie del
recipiente y no son trasladadas a un pozo de mayor tamafio comienzan a morir
debido a la falta de espacio para su crecimiento.

* Antes de iniciar la tripsinizacion, el tejido que se quedo en el pocillo destinado a
este procedimiento se transfirid a otro pocillo con menor confluencia.

* A continuacion, se describe detalladamente el procedimiento:

Tripsinizacion para cambio de pozo por aumento de confluencia.

Una vez que se verifico al microscopio la confluencia se retiré el medio de cultivo
del pozo de la placa de 6 pozos.

Se agregaron 2ml de PBS, se dejaron 3 segundos mientras se movia lentamente
de manera circular para lograr que el PBS tocara todas las superficies.

Se retiré PBS.

Se agregaron 2 ml de tripsina.

Se ingreso a la incubadora durante 5 min.

Después de 5 min se saco y se observd al microscopio para identificar si las
células se habian desprendido y se encontraban flotantes en el medio, en caso de
qgue se observaran células aun adheridas en el fondo de pozo se procedié a dar
pequenos golpes verticales con los dedos justo en la zona donde estaban
adheridos. Este procedimiento se repitio hasta comprobar en el microscopio que
las células se habian desprendido.

Este procedimiento se realiz6 de manera rapida y cronometrada pues la tripsina
no puede estar en contacto con las células mas de 10 min una vez que es
depositada en el pozo.

Antes de que pasaran esos 10 min y al comprobar que se habian desprendido las
células, se neutralizo la tripsina con medio de cultivo, la cantidad debe ser el doble
que la tripsina, en ese caso fueron 4 ml.
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Se resuspendio 20 veces el medio con la tripsina y de manera inmediata se pasoé
todo el contenido a un falcon de 15 ml sin dejar nada de liquido o espuma en el
pozo tripsinizado.

Se cerré herméticamente el falcon con Parafiim y se llevoé a la centrifugadora.

Figura 22. Centrifugadora. Ubicacion de falcon en la centrifugadora
con su contraparte (Fuente propia).

Se retird el falcon de la centrifugadora y se observo el pellet con una capa densa
en el fondo lo que nos indicd que las células se trasladaron correctamente ya que
se podia identificar la separacion del liquido del medio y sélido de las células
(Figura 23).

Por decantamiento se desechd el medio que estaba en el falcon separado de las
células, el movimiento era firme y en una sola intencion.
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e Se prepard el siguiente recipiente en que crecerian las células con DEMEM
suplementado, en este caso se agregaron 6 ml de medio a una caja T25.

e Al pallet del facén se le agregd 1 ml de DEMEM y se resuspendié durante 20
veces para después trasladar el medio con las células a la T25.

Figura 23. Pellet de células al fondo del falcon (Fuente propia).

Replicacion célular.

El proceso para llegar al numero celular necesario para los experimentos, que las células
crezcan y proliferen es el siguiente (figura 24-27): las células fueron cultivadas durante 5
meses, en los que se realizaba el mismo procedimiento: Se realizé cambio de medio
cada 48 horas con DEMEM suplementado al 10% de SFB y 2% de ATB. Una vez que el
pozo con el tejido alcanzd su confluencia maxima se tripsinizd y se pasé a una T25,
después de que la T25 alcanz6 su maxima confluencia se tripsinizd y se pasd a una T75,
una vez que la T75 alcanzé confluencia se llegé a pasar hasta una T90.

Figura 24. Células que Figura 25. Células ya Figura 26. Celulas ya
inician su diferenciacion. diferenciadas. diferenciadas.

Muestran una forma Comienzan a llenar los Confluencia a un 70%.
alargada (Fuente espacios (Fuente Ocupan Ia_ mayoria de
propia). propia). los espacios (Fuente

propia).
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Cuando se alcanzé el numero de células requeridas se procedio a realizar el sembrado
de los grupos, debido a que el numero de células a sembrar era elevado (250,000 por
pozo) se realizé el sembrado de un grupo control por cada grupo experimental para que
las células procedieran de la misma caja de cultivo y asi tener la seguridad de que las
células se encontraban en las mismas condiciones.

Figura 27. Células ya diferenciadas.
Confluencia a un 80%. Ocupan la mayoria
de los espacios y siguen patrones de
crecimiento formando redes (Fuente

propia).

Tripsinizacion y conteo celular

Una vez que se verificé al microscopio la confluencia se retir6é el medio de cultivo
del pozo de la placa de 6 pozos.

Se agregaron 2ml de PBS, se dejaron 3 segundos mientras se movia lentamente
de manera circular para lograr que el PBS tocara todas las superficies.

Se retiré PBS.

Se agregaron 2 ml de tripsina.

Se ingreso a la incubadora durante 5 min.

Después de 5 min se saco y se observd al microscopio para identificar si las
células se habian desprendido y se encontraban flotantes en el medio, en caso de
que se observaran células aun adheridas en el fondo de pozo se procedi6 a dar
pequefios golpes verticales con los dedos justo en la zona donde estaban
adheridos. Este procedimiento se repitié hasta comprobar en el microscopio que
las células se habian desprendido.

Este procedimiento se realizé de manera rapida y cronometrada pues la tripsina
no puede estar en contacto con las células mas de 10 min una vez que es
depositada en el pozo.



46

Antes de que pasaran esos 10 min y al comprobar que se habian desprendido las
células, se neutralizo la tripsina con medio de cultivo, la cantidad debe ser el doble
que la tripsina, en ese caso fueron 4 ml.

Se resuspendio 20 veces el medio con la tripsina y de manera inmediata se pasoé
todo el contenido a un falcon de 15 ml sin dejar nada de liquido o espuma en el
pozo tripsinizado.

Se cerré herméticamente el falcon con Parafilm y se llevé a la centrifugadora.

Se centrifugd durante 10 min a una velocidad de 1500 RPM a una temperatura de
20° (Figura 21,22).

Se retird el falcon de la centrifugadora y se observo el pellet al fondo que nos
indicé que las células se trasladaron correctamente ya que se podia observar la
separacion del liquido del medio y solido de las células.

Por decantamiento se desecho el medio que esta en el falcon separado de las
células, el movimiento fue firme y en una sola intencion.

Al pallet del facon se le agregé 1 ml de DEMEM vy se resuspendio durante 20
veces.

En un tubo eppendorf se prepard una tincion para hacer el conteo celular: se
colocaron 45ul de PBS y 45 pl de azul de tripano y se resuspendioé 20 veces.

Se tomaron 10 pl de células del falcon previamente resuspendido y se agregaron
al eppendorf con la tincién, se resuspende nuevamente 20 veces y se lleva a
conteo celular en la camara de Neubauer.

Se resuspende 20 veces y se tomaron10 ul de las células con la tincion, se
llevaron de manera precisa a los dos compartimentos de la camara (superior e
inferior) (Figura 28).

vy
2
s

Figura 28. Conteo celular. A) Resuspencion de células en eppendorf para ser
contadas. B) y C) Colocacién de células en compartimentos de camara de
Neubauer (Fuente propia)
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Con precision y sin mover el liquido se llevé la camara al microscopio para hacer
el conteo (Figura 29) (37).

Figura 29. Microscopio para conteo celular (Fuente propia)

e Una vez en la camara, se contaron las células que se encontraban con una forma

redonda homogénea y brillantes (38).
e Se procedié a hacer el conteo por cuadrantes en sentido de las manecillas del

reloj.

Figura 30. Conteo celular. Ejemplo de
como se ven las células en el microscopio
durante el conteo celular (Fuente propia).

Se registro el numero de células del compartimento superior e inferior, se hizo un
promedio de los dos numeros y se calcularon las células de acuerdo con la
formula:

# de células + 0.5 x 10 lo que dio como resultado el numero de fibroblastos por
microlitro. Para hacer el célculo total solo se realizé una regla de 3(38,39).
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Curva de crecimiento celular:

Para poder tener un conocimiento claro del comportamiento de las células en los
espacios en que fueron colocadas se realiz6 una curva de crecimiento celular
especificamente en los pocillos de la placa de 96 pozos, ya que las células tienden a
llenar todos los espacios y si en algun momento ya no hay espacio suficiente tienden a
morir (37).

e Una vez alcanzada la confluencia necesaria se tripsinizaron las células y se
sembraron en diferentes concentraciones.

e Se sembraron a concentraciones de 2,000, 4,000, 6,000 y 8,000 células por
pocillo y se hicieron grupos dependiendo de los intervalos de tiempo a los que
fueron medidas con intervalos de 24, 48, 72 y 96 horas.

e Por lo tanto, se sembraron 4 grupos con 4 filas de 3 pocillos cada una ya que se
realizé por triplicado.

e Se aplico prueba MTT.

24 hcras 48 horas 72 horas
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Figura 31. Placa de cultivo de 96 pozos. Distribuciéon de grupos para prueba MTT para determinar
curva de crecimiento celular (Fuente propia)
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Sembrado para experimentos

e Una vez claras las cantidades a las que serian sembradas las células al momento
de hacer MTT se procedi6é con el experimento y realizé el sembrado de las células
de los grupos experimentales en placas de 6 pozos de la siguiente manera, como
se muestra en la figura 32:

e 250,000 células para el Grupo Vibraciones (EV) + 250,000 células para el control
(CV).

e 250,000 células para el Grupo Compresién (EC) + 250,000 células para el control
(CC).

e 250,000 células para el Grupo Compresion y Vibracion (ECV) + 250,000 células
para el control (CCV).

e Los grupos se hicieron por duplicado

Figura 32. Placa de cultivo de 6 pozos. Distribucién de grupos para aplicacion de estimulos. Rojo:
Experimental Compresion- Vibracion, Azul: Experimental vibracion, Lila: control Compresion-
Vibracion, Verde: Control vibracidon, Amarillo: Control compresion, Naranja: Experimental
compresion (Fuente propia).
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Aplicacion de estimulos

e 24 horas después sembrar las células a la concentracion planeada se procedio a
aplicar los estimulos (Figura 33).

e Compresion: se colocaron los discos sobre el medio de cultivo y se dejaron sobe
este durante el mismo tiempo que se aplicaron las vibraciones, posteriormente se
retiraron.

e Vibracién: Con el vibrador cargado al 100% y la posicién dada como en la prueba
piloto. Se colocaron los pozos sobre el vibrador y se dejo activo durante 5
minutos, al término del tiempo se apago el dispositivo.

e Vibracién y compresion. Con el dispositivo de vibracion cargado al 100% y la base
como en la prueba piloto dentro de la campana laminar se aplico vibraciones a
los pozos que contenian un disco de compresion en su interior. Se verifico que el
disco no girara con la vibracion y se dejo durante 5 min.

Figura 33: Posicion de dispositivo de vibracion con base metélica (Fuente propia)

e Después de la aplicacién de estimulos las células se regresaron a la incubadora
durante 24 horas.

e Se tripsinizaron las células y se realizé conteo celular por triplicado.
e Se sembraron en placas de 96 pozos a una concentracion del 1% del total celular
en 200 pl con la distribucidon que se presenta en la figura 34 y 35.
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Figura 34: Distribucién del sembrado celular para aplicar  Figura 35: Distribucion del sembrado celular para aplicar
MTT. Grupo Vibraciones y Compresion-Vibraciones MTT. Grupo Compresion

e Después de sembradas las células se llevaron a la incubadora nuevamente.

e 24 horas despues se retird el medio y se agregd unicamente 100 yl de DEMEM
mas 10 pl de MTT (25). Este procedimiento debia realizarse en un espacio donde
la luz sea minima ya que el MTT hara una reaccién de color y se podria alterar
con la luz, esto se debe hacer desde que se manipulan por si solos los reactivos
hasta cuando son agregados y medidos (Figura 36).

Figura 36. Ensayo MTT. A) Aplicacién de MTT con Figura 37. Pocillos con tincion después
minima cantidad de luz B) Aplicacién de buffer 4 de prueba MTT (Fuente propia)
horas después (Fuente propia).

e Una vez agregado el MTT se cubrié la caja de cultivo con papel aluminio por
completo para evitar que le llegue luz al interior.

Se llevo a la incubadora.

Se dejo durante 4 horas y posteriormente se saca nuevamente.

Pasadas las 4 horas se agregan 10 pl de buffer a todos los pozos.

24 horas después se realiz6 la lectura con el espectrofotdmetro Thermo
Scientific™  Multiskan™ GO Microplate  Spectrophotometer (Waltham,
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Massachusetts, Estados Unidos) (la lectura se realizd por triplicado) (Figura
37,38).

Figura 38. Espectrofotometro Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer
(Waltham, Massachusetts, Estados (Unidos)(Fuente propia).

8.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para el presente estudio utilizamos estadistica descriptiva debido a que era un numero
pequefio de muestras. La cual proporcion6 una forma clara y concisa de comunicar los
resultados del analisis. Los resumenes numéricos y graficos ayudan a que se entiendan
rapidamente las caracteristicas de los datos.
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9.-RESULTADOS

Dispositivo de Vibracion

La calibracion del dispositivo A10™ nos arrojé mediciones de Vibraciones en Hz cada
gue existia un cambio en dicha frecuencia. Lo que ofrece un parametro real de como se
comportan las vibraciones emitidas por este dispositivo cuando se encuentra en optimas
condiciones y dio un panorama de cdémo se comportd durante el experimento ademas de
lo que se espera emita al usarse In vivo (Tabla 1).

Tabla 1.Resultado de la calibracion de dispositivo (Frecuencia Hz)

Tiempo/Minutos Hz Tiempo/Minutos Hz Tiempo/Minutos Hz Tiempo/Minutos Hz
0.5 163 03:10 167 05:42 170 07:55 168
03:09 164 03:38 168 05:58 171 08:10 169
01:15 165 04:14 165 06:00 175 08:18 168
01:20 166 04:19 167 06:22 175 08:26 169
01:30 167 04:35 168 06:42 167 08:42 169
02:14 166 04:38 167 06:53 168 08:46 170
02:23 167 04:40 168 07:00 169 09:00 171
02:30 166 04:47 167 07:10 166 09:14 6
02:42 167 05:00 167 07:15 168 09:30 5
03:03 168 05:30 170 07:40 169 10:00 8

Muestra la frecuencia en Hz (hertz) del dispositivo A10™ en el punto 1 Durante 10 min.

Estas mediciones nos indicaron que el dispositivo tarda 30s en alcanzar los 160 Hz. A
los 6 min alcanza los 175 Hz, las mismas oscilaciones que reporta el fabricante pero que
no especifica si son estables o constantes, con esta informacién sabemos que son
fluctuantes en ese rango, la oscilacion maxima que manej6 fue de 175 Hz y al llegar a
los 9min las oscilaciones decrecen bruscamente. Lo que demuestra que el dispositivo
brinda las vibraciones necesarias terapéuticas para los 5 min indicados por el fabricante,
sin embargo, no se mantiene durante 10 min consecutivos.

Calculo y disco de compresion.

Se disenaron e imprimieron un total de 12 dispositivos de compresion de los cuales se
seleccionaron 6 que dieran una fuerza de compresion de 2 g/cm2 verificados en la
balanza analitica. Los discos que cumplieron con el peso adecuado y fueron utilizados
para la fase experimental fueron los numeros: 1,2,9,10,11 y 12.

Prueba piloto de dispositivo de vibracion A10 ™,

Después del mapeo de vibraciones de los 6 puntos del pocillo se obtuvo como resultado
que las vibraciones eran constantes y similares entre todos los puntos durante 5 min
(figura 39). Lo que nos indicé que si colocabamos todos los elementos en la misma
posicion y bajos los mismos estandares el dispositivo de vibracion emitié los mismos
parametros de vibracion en la fase experimental.
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Figura 39. Ejemplo de comportamiento de las ondas de
frecuenciay Hz emitidos durante la prueba piloto (Fuente

propia).

Cultivo celular

Como producto del cultivo primario realizado obtuvimos fibroblastos humanos
periodontales, sin embargo, en ausencia de pruebas especificas para caracterizar los
fibroblastos obtenidos en nuestro cultivo primario solo podemos fundamentar nuestra
afirmacion de que las células cultivadas son fibroblastos a través de la revision de
protocolos estandar de obtencién de fibroblastos de cultivo primario (39). Y podriamos
tomar ciertos puntos del experimento como:

e La zona especifica de donde se obtuvieron los explantes de tejido. Los cuales se
tomaron de la parte unida a la raiz de los Organos dentarios.

e Morfologia Distintiva: La morfologia de los fibroblastos en cultivo primario se
caracteriza por su forma alargada y delgada, con multiples extensiones
citoplasmaticas. Esta morfologia unica es una adaptacién a su funcién en el tejido
conectivo, permitiéndoles sintetizar y remodelar la matriz extracelular (39,40)

e Velocidad de Crecimiento: Los fibroblastos son conocidos por su rapida tasa de
proliferacion en cultivo primario. Varios estudios han demostrado que los
fibroblastos tienen una capacidad proliferativa significativa, lo que les permite
colonizar y dominar rapidamente el ambiente de cultivo celular (41).

Curva de Crecimiento celular

Después de haber medido la viabilidad de las células se obtuvieron los siguientes
resultados por intervalos de tiempo y diferentes concentraciones lo que nos muestra que
la mejor concentracién en la que las células proliferan sin morir de manera homogénea
es a una concentracion de 8,000 células por pocillo, esta informacion fue unicamente util
para el proceso de sembrado al momento de hacer la prueba MTT pero no nos brindé
mayor informacién para los objetivos de este proyecto de investigacion.
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Tabla 2 Lectura de prueba MTT de curva de crecimiento24 horas.

LECTURA /24H 2,000 4,000 6,000 8,000
1 198 361 456 605
2 221 383 503 595
3 213 391 504 605
PROMEDIO 210.67 378.33 487.67 601.67

Cantidad de Absorbancia 24 horas después de sembradas las
células (Fuente propia).

Tabla 3 Lectura de prueba MTT de curva de crecimiento 48 horas

LECTURA 48H 2,000 4,000 6,000 8,000
1 280 528 618 615
2 298 488 622 602
3 297 521 609 662
PROMEDIO 291.67 512.33 616.33 626.33

Cantidad de absorbancia 48 horas después de sembradas las
células (Fuente propia).

Tabla 4 Lectura de prueba MTT de curva de crecimiento72 horas

LECTURA72H 2,000 4,000 6,000 8,000
1 291 574 598 665
2 369 562 633 684
3 352 541 617 883
PROMEDIO 337.33 559.00 616.00 744.00

Cantidad de absorbancia 72 horas después de sembradas las
células (Fuente propia).
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Tabla 5. Lectura de prueba MTT de curva de crecimiento 96 horas

LECTURA 96H 2,000 4,000 6,000 8,000
1 438 600 772 852
2 555 668 762 823
3 530 663 798 835
PROMEDIO 507.67 643.67 777.33 836.67

Absorbancia 96 horas después de sembradas las células (Fuente propia).

Conteo celular

Los fibroblastos periodontales humanos fueron contabilizados en dos ocasiones, al
momento de ser sembrados con una concentracion de 250,000 células por pozo y al
momento de ser sembradas para la realizacion de la prueba MTT. Dichos conteos
arrojaron los siguientes resultados después de la aplicacién de estimulos:

Tabla 6 Resultado de conteo celular después de estimulos

Grupo EV1

No. Cel 320,000
No. Cel 300,000
No. Cel 310,000

Promedio 310000

EV2 cv1 Cv2 EC1 EC2 CC1 cc2 ECV1
340,000 280,000 280,000 180,000 240,000 220,000 250,000 320,000
320,000 300,000 250,000 200,000 250,000 250,000 270,000 260,000

300,000 260,000 260,000 190,000 300,000 270,000 290,000 300,000

ECVv2

390,000

340,000

360,000

CCV1

340,000

270,000

300,000

CcCcv2

300,000

260,000

260,000

320000 280000 263333.3 190000 263333.3 246666.7 270000 293333.3 363333.3 303333.3 273333.3

Muestra la cantidad de células por pozo de cada grupo después de la aplicacién de estimulos a los grupos experimentales. EV:
Experimental vibraciones, CV: control vibraciones, EC: Experimental compresién, CC: Control compresién, ECV: experimental
Control compresion, CCV: Control compresion vibracion (Fuente propia).
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Los fibroblastos de todos los grupos presentaron proliferacion celular después de la
aplicacién de estimulos a excepcién del grupo Experimental Compresion 1 el cual mostro
una disminucion respecto a su control inicial.

Porcentaje de proliferacién celular respecto al control
140

100
| I
0
C-v E-V C-C E-C C-cv E-CV

Figura 40. Porcentaje de proliferacion celular respecto al control. Barras de conteo celular después de la aplicacion de estimulos
respecto al antes expresadas en porcentaje. Eje X. Grupos celulares, Eje Y. Porcentaje de proliferacion (Fuente propia).
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El grupo Control-Vibracion aumenté un 8% respecto al conteo inicial, el grupo
Experimental-Vibracion aumentd un 26%, lo que nos habla de una proliferacién del 18%
mas el experimental respecto a su control.

El grupo Control-Compresion tuvo un aumento de tan solo el 3%, el grupo Experimental-
Compresién disminuyé un 10% a diferencia del grupo Control- Compresién, esto habla
de que las células del grupo control, aunque minima, si presentaron proliferacion sin
embargo disminuyeron al momento de que se les colocaron los discos de compresion.
El grupo Control-Compresion Vibracién aumenté un 15% y el grupo Experimental-
Compresién Vibracion aumentd un 31%, lo que demuestra una proliferaciéon del 16% mas
el grupo experimental que su control. Esto nos indicé que la proliferacion en los grupos
experimentales Vibracion y Vibracion Compresion fue mayor respecto al inicio y respecto
a sus controles.
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MTT

La absorbancia registrada a una longitud de onda especifica se correlaciona
directamente con la cantidad de células vivas presentes en el cultivo. Los datos de
absorbancia se muestran en el siguiente grafico.

Ensayo MTT
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m Control  m Experimental

Figura 39. Porcentaje de proliferacién. Ensayo MTT. Grafico de barras de absorbancia tomadas del espectrofotémetro después de
ensayo MTT. Porcentaje respecto a su control. Eje X. Grupos celulares promediados. Eje Y. Porcentajes de proliferacién y viabilidad
celular (Fuente propia).

Los experimentos se realizaron con un grupo control por cada grupo experimental, por lo
tanto, se tomd cada grupo experimental como el 100% correspondiente al mismo,
Obteniendo que el grupo celular al que se estimularon con vibraciones aumentaron un
91%, el grupo de s6lo compresion mecanica disminuyé su viabilidad un 10% y el grupo
experimental compresion-vibracion aumenté un 46%. El grupo que fue estimulado
exclusivamente con vibraciones fue el que mayor viabilidad celular demostrd, seguido
del grupo Compresion Vibracion, unicamente el grupo de compresion no mostrd
proliferacion celular y tomando en cuenta que la absorbancia indica viabilidad también
podemos inferir que el 10% del total celular de ese grupo murio.
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10.-DISCUSION

Las vibraciones mecanicas se introdujeron a la ortodoncia con el fin de acelerar el
movimiento dental por lo que a lo largo del tiempo han surgido diferentes investigaciones
para probar su desempefio, sin embargo, los dispositivos de vibracion fueron lanzados
al mercado con resultados contradictorios sobre si funcionan o no para acelerar el
movimiento dental. En la actualidad existe una tendencia de regresar a la investigacion
celular para evaluar y valorar su accién en el proceso de remodelado 6seo y como actua
sobre las células encargadas del mismo (26).

En el presente estudio se evalud la proliferacion de fibroblastos del ligamento periodontal
obtenidos de un explante de un paciente sano libre de caries y enfermedad periodontal
a través de un cultivo primario siguiendo procedimientos ya establecidos (42,36,43).
Estas células se sometieron a diferentes estimulos; vibracion, compresion y un conjunto
de las dos simulando ortodoncia y el método de aceleracién de movimiento dental
mediante vibraciones (26).

Dispositivo de vibracion

Para la aplicacion de las vibraciones se utilizo el dispositivo A10 ™el cual no cuenta con
estudios publicados sobre sus caracteristicas mecanicas o sobre su influencia en el
movimiento dental ya sea In vitro o In vivo, por lo que esta es la primera investigacion
que lo utiliza. Después de las pruebas de caracterizacion se demostré que dicho
dispositivo es capaz de mantener vibraciones de alta frecuencia durante 5 min, aunque
estas vibraciones no son constantes se mantienen en el rango que el fabricante reporta
(150-175 Hz), EI dispositivo VPro5 (Propel Orthodontics, Ossining, Nueva York)
actualmente se encuentra fuera del mercado, sin embargo, este era muy similar al
dispositivo A10 pues era capaz de emitir vibraciones de alta frecuencia (120 Hz). Judex
et al.2018, evaluaron las vibraciones emitidas por el dispositivo a través de un
acelerometro, el cual fue colocado durante los experimentos lo que nos habla de que
probablemente estos dispositivos mantengan las vibraciones que se necesitan para el
tratamiento. En el dispositivo A10™ pudimos identificar que las vibraciones decrecen a
los 9 min de que el dispositivo este encendido, todo esto con la carga al 100% en un
dispositivo nuevo, por lo que se establecid un protocolo para la aplicacion de las
vibraciones y se aplico el estimulo durante 5 min que es una de las indicaciones
terapéuticas del fabricante. Por todo lo anterior se recomienda solo se utilice de manera
consecutiva 5 min y en caso de desear una terapéutica de mayor tiempo se use en varios
intervalos de 5 min para asegurarse que si esta emitiendo la cantidad de vibraciones
necesarias (7).

Dispositivo de compresion

El dispositivo de compresion fue un disco de acrilico disenado y calculado para ejercer 2
g de fuerza sobre las células cultivadas en un pozo con un diametro de 34mm. Estudios
anteriores reportaron que las células reaccionaban al estimulo de compresion
expresando biomarcadores cuando se les aplicaban 2 g de compresion (38,30,11).
Kanzaki et al.2022, utilizé la fuerza compresiva con un dispositivo que ejerciera la misma
fuerza en todas las partes del pozo a cultivo a nivel celular, diseid un cilindro de vidrio el
cual estaba lleno con particulas de plomo que le permitieron adecuar el peso
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dependiendo del grupo experimental (33,44). Benjakul et al. En 2020 y en 2018 utilizaron
el mismo principio y en el estudio mas reciente utilizan acrilico para el dispositivo de
compresion igual al disenado para este trabajo. Podemos inferir que el disefo del
dispositivo de compresion aqui empleado es adecuado y que por sus adaptaciones es
mas facil de manejar lo que facilita su manipulacion y por consecuencia reduce el riesgo
de sesgo (45).

Viabilidad y proliferacion celular

Los fibroblastos son células que participan activamente y regulan a las otras células
participantes en el proceso celular, sin embargo, no son activamente tomadas en cuenta
al momento de realizar investigacion respecto a movimiento dental. Judex et al.
Realizaron un estudio similar donde también utilizaron a los fibroblastos como célula de
interés para el movimiento ortodéncico y en diferentes pruebas realizadas a fibroblastos,
osteoblastos y osteoclastos se mostro relacion entre los resultados de los tres grupos
celulares sin embargo ellos utilizaron dos dispositivos para generar los estimulos con el
fin de compararlos y no utilizaron la carga compresiva que simula el movimiento
ortodoéncico (7).

Con los resultados del ensayo MTT y el conteo celular que se realizé en el presente
estudio se observo que el grupo que presenté mayor proliferacion celular fue el grupo al
que se le aplicaron unicamente vibraciones, se observé mayor proliferacion celular
respecto a su control. Judex et al. Reportaron de igual manera aumento en la
proliferacion celular al momento de estimular fibroblastos con vibraciones, este estudio
reporté que se logré mayor proliferacion celular con el dispositivo VPro 5 en comparacion
al dispositivo Acceledent, tomando esto como contexto podemos rescatar que el
dispositivo Vpro5 es un dispositivo de alta frecuencia al igual que el dispositivo A10 y que
sus indicaciones terapéuticas son muy similares (7). Esto podria estar relacionado a las
vibraciones de alta frecuencia sin embargo hace falta mas investigacién con esas
frecuencias pues en la actualidad la mayoria de los estudios utilizan vibraciones de baja
frecuencia.

El segundo grupo que mostré un aumento en la proliferacion celular fue el grupo de
Compresién Vibracion, Estudios anteriores reportaron que la aplicaciéon de estos dos
estimulos no disminuia la proliferacion celular (26), sin embargo, en este estudio ademas
de no perder, aumentd el numero de células viables, aunque estas no superan al grupo
de unicamente vibracion. Como ya se habia visto en muchas investigaciones las
vibraciones por si solas lograban cambios significativos sin embargo la aplicacion de
compresion da un panorama mas certero. El hecho de que el grupo compresion vibracion
no haya disminuido su viabilidad, pero el grupo solo compresién si, pudiera ser
ocasionado porque las vibraciones aumentan la proliferacion celular en mayor cantidad
a las que la compresion la disminuye por eso el grupo que unicamente recibié compresion
no presento proliferacion celular y ademas mostré disminucion en la viabilidad de estas
células (33). Benjakul et al. realizé un estudio en 2018 muy similar al aqui planteado,
pero en vibraciones de baja frecuencia, en su diseiio metodoldgico realizaron grupos de
vibracion, compresién y compresion vibracién a los cuales se les realizé ensayo MTT
para la evaluacién de proliferacion celular, en este estudio el grupo de Unicamente
compersién también disminuyd su viabilidad comparada con su control con un 82 %,
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mientras que en la presente tesis disminuyé a un 90%. Si comparamos las otras
mediciones, en el estudio de Benjakul et al. (2018) El grupo de vibraciones presento la
misma proliferacion que el control y el grupo compresidn vibracion la misma proliferacion
que el de compresion lo que nos indica que en los experimentos realizados con el
dispositivo A10 tuvieron en general un porcentaje mayor de proliferacion siendo la
diferencia experimental la frecuencia de vibracion (26). Sin embargo, ninguno de los
grupos presentd cambios morfolégicos en las células observadas al microscopio, ni
siquiera el grupo de compresion que, aunque disminuyo su viabilidad no murieron no
cambiaron las células existentes. En el caso del grupo compresidon estudios anteriores
reportaron que la compresion por si sola se puede ver afectada al momento de manipular
el disco de compresion (46,47), especulando que quiza se pudieron adherir células al
disco y con ello disminuir su numero, sin embargo, el grupo al que se le aplic6 compresién
vibracidén y compresién no presentd disminucion en la viabilidad celular.

Llevar a la practica clinica los resultados presentados con anterioridad es un poco mas
complejo de lo que aparenta, pues, aunque los resultados son claros con cada uno de
los grupos, traslaparlos al contexto del movimiento dental implica contemplar todos los
factores que influyen para que este se dé, ya que mientras se da este movimiento
diferentes lineas celulares sufren cambios y envian diferentes sefiales que pueden influir
en el proceso (27).

El presente estudio es una aportacioén a la evaluacion de un factor del movimiento dental,
los fibroblastos, sin embargo, se requiere realizar mas investigaciones con muestras de
mayor tamafo, con mas repeticiones y empleando diversos métodos de vibracion para
validar estos descubrimientos y establecer el patron 6ptimo de vibracién y compresion.
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11.-CONCLUSIONES

Se logro caracterizar el dispositivo A10™ del cual no se tenia investigacion previa y ahora
se conoce su funcionamiento.

Las oscilaciones del dispositivo A10™ son las mismas que reporta el fabricante durante
los primeros 5 min lo que podria hacer de su uso algo seguro si se usa en las mismas
condiciones.

Se logré calcular y disefiar un dispositivo de compresion para simular la presion ejercida
por el tratamiento de ortodoncia a nivel celular lo que puede servir para distintas
investigaciones In Vitro ya que es replicable y reproducible.

Se obtuvo un cultivo celular primario a partir de un explante en paciente vivo a nivel
institucional lo que permite a la facultad cultivar células para fines de investigacion.

Las pruebas de MTT sugieren que las vibraciones generan aumento en la viabilidad y
proliferacion celular, lo que podria tener relacion en el recambio 6seo, sin embargo, se
sugiere ahondar mas en el tema antes de sacar afirmaciones concluyentes.

Se recomienda que para futuras investigaciones se realicen pruebas complementarias
para caracterizacion de células cultivadas, se utilicen muestras de mayor tamarfo, con
mas repeticiones y de manera longitudinal, también se recomienda la evaluacidon de
biomarcadores que complementen la informacion y asi poder dilucidar de manera mas
clara la influencia de las vibraciones sobre los fibroblastos.
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49. ANEXOS

Anexo 1

Nombre del Paciente: Edad:
Teléfono:

Domicilio: Estado:
Municipio:
Por el presente autorizo al Residente de maestria en estomatologia C.D. Mayra Daniela Carrera Gonzalez para
que lleve a cabo la toma de la muestra de tejido gingival, el cual se encuentra asentado en la Histonia Clinica.
Estoy consciente que, si surgiera cualguier circunstancia imprevisible durante el proceso en la que se requiera,
a su juicio, procedimientos adicionales o diferentes de aquellos gue se contemplan en este momento, le autorizé
para que proceda de la manera que considere pertinente. El (los procedimientos (s) indicado (s) antes, lo he
platicado con los alumnos y facultativos, asi mismo, conozco los riesgos y complicaciones que implican, me han
sido explicados y comprendo la naturaleza y consecuencia del (los) procedimiento (s).

Me han explicado que el procedimiento se realiza con el motivo de que las muestras de tejido sean utilizadas
en proyectos de investigacian, de los cuales se me han explicado los usos, manejo y propdsitos del estudio
Me han explicado que los tratamientos se realizaran bajo anestesia local, la cual, se me va a administrar
mediante una o varias inyecciones a fin de bloquea de forma reversible la trasmision del impulso nervioso para
realizar la intervencion sin dolor. También he sido informado (a) de las posibles consecuencias de colocar
cualguier tipo de anestésico (parestesia temporal, irmitacion o prunfo etc.) estoy consciente y sin nadie que me
presione, he declarado todos mis antecedentes en el momento. Asi mismo autonzoé al residente de maestria
en estomatologia C.D. Jesis Omar Berlanga Castillo para que preserve con fines cientificos, didacticos o
para que se disponga de cualquier otra manera los tejidos, partes u érganos extraidos como parte de
los procedimientos autorizados previamente. Consiento que se utilicen fotografias, videos, radiografias,
presentaciones, acerca de mi caso en particular con fines educativos y de investigacién o para
publicaciones en revistas cientificas, foros, conferencias y ponencias.

Notifico que me han desglosado y explicado que el procedimiento es con el motivo de que las muestras de tejido
sean utilizadas en proyectos de investigacion, de los cuales se me han explicado los usos, manejo y propositos
del estudio.

Me comprometo a asistir a todas las citas que se me requiera por parte de la Institucion y que se refieran a la
preparacion, rehabilitacion y seguimiento del (os) acto (s) operatorio (s) en cuestion

De conformidad con lo dispuesto en la ley 21/2000 de 29 de diciembre de Derechos de Informacion
Concernientes a la Salud y la Autonomia del Pacientes y la Documentacion Clinica de Ortodoncia de la Maestria
de Estomatologia con Terminal en Ortodoncia de la Facultad de Estomatologia de la BUAP: ubicada en la 31
poniente 304, col. Volcanes de Puebla Pue. Es la responsable de recabar sus datos personales, del uso que se
le dé& a los mismos y de su proteccion, haciendo extensiva esta responsabilidad a todos sus empleados y
colaboradores.

LUGAR Y FECHA:

NOMBRE Y FIRMA DEL MEDICO TRATANTE NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE

NOMBRE Y FIRMA DE TESTIGO



