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Resumen 
 

Introducción: El ultrasonido-terapéutico (UT) se ha utilizado durante los últimos 50 años, los 

efectos positivos del UT en el tratamiento de tejidos blandos han sido descritos en estudios clínicos 

y no clínicos, sin embargo, su potencial uso terapéutico aún esta lejos de ser establecido. A pesar 

de su uso a gran escala, existen pocos estudios sobre los efectos biológicos de su utilización con 

células troncales de pulpa dental humana (hDPSC) en proliferación y durante la diferenciación 

miogénica. Este estudio cultivó, aisló y caracterizó hDPSC bajo lineamientos internacionales, aplicó 

UT en diferentes parámetros para evaluar sus efectos en la proliferación, el efecto desinflamatorio 

y su potencial efecto benéfico en la diferenciación miogénica (C2C12). La proliferación celular fue 

determinada por el ensayo de bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT). 

hDPSC fueron inducidas a un estado pro-inflamatorio, tratadas con UT y la expresión de 

prostaglandina E2 (PGE2) fue cuantificada mediante ensayo de ELISA. Las hDPSC fueron co-

cultivadas con C2C12 en un medio de diferenciación específico y fueron expuestas a UT, estas se 

evaluaron por sus características morfológicas con microscopia de fluorescencia y se realizó un 

ensayo de inmunocitoquímica. Los datos fueron analizados con pruebas de normalidad de Shapiro-

Wilk, pruebas de ANOVA post hoc de Tukey y T-student. 

Resultados: Las hDPSC mostraron morfología fibroblastoide, adherencia a la caja de cultivo, 

diferenciación a linaje condrogénico, adipogénico y osteogénico. El uso del UT incrementó 

significativamente (p<0.05) la proliferación celular con parámetros de 1MHz en modo pulsado, 1.0 

W/cm2 durante 10 minutos de aplicación, también redujo la expresión de PGE2 y mejoró la 

diferenciación miogénica en el co-cultivo mostrando cracterísticas morfológicas y resultados 

positivos en la inmunocitoquímica además de representar una potencial fuente de células madre. 

 

Palabras Clave: Terapia Ultrasónica, Terapia Extracorporal con Ondas de Choque, Ultrasonido 

Pulsado de Baja Intensidad (UPBI), Células Madre Adultas, Células de Pulpa Dental, 

Diferenciación Celular.   
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Abstract 
 

Background: Therapeutic Ultrasound (TU) has been used through the last 50 years, TU positive 

effects on soft tissues have been described in clinical and non-clinical studies, however its whole 

therapeutic potential is far from been established. Despite the large scale use of TU, there are few 

scientific studies on its biological effects in human dental pulp stem cells (hDPSC) on proliferation 

and during skeletal muscle differentiation, this study cultured, isolated and seeded hDPSC under 

international guidelines and TU was applied in different modes to evaluate the effects on 

proliferation, its anti-inflammatory effect and its potential benefits on skeletal muscle differentiation 

(C2C12). Cell proliferation was determined by MTT method. hDPSC were induced on a pro-

inflammatory state and TU was applied and the expression of PGE2 was quantified by ELISA assay. 

A co-culture of hDPSC and C2C12 were cultured in specific differentiation media and exposed to 

TU, and those were evaluated based on their morphological characteristics with fluorescence 

microscopy and Immunocytochemistry assay was performed. Data were analyzed by Shapiro-Wilk 

normality test and ANOVA post hoc de Tukey test. 

Results: hDPSC showed fibroblast morphology, attachment to the plate, differentiation to 

adipogenic and osteogenic lineage. TU treatment showed a significant increase in cell proliferation 

(p<0.05) with 1MHz, pulsed mode, 1.0 W/cm2 during 10 minutes of application, it reduced the 

expression of PGE2 and enhanced muscle differentiation in the co-culture showing morphological 

characteristic and positive immunocytochemistry. 

Conclusions: TU has an in vitro proliferative and anti-inflammatory effects on hDPSC and 

increased and promote the skeletal muscle differentiation moreover hDPSC represents a potential 

source of stem cells. 

 

Keywords: Ultrasonic Therapy, Extracorporeal Shockwave Therapy, Low-Intensity Pulsed 

Ultrasound (LIPUS), Adult Stem Cells, Dental Pulp Cells, Cell Differentiation. 
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1. Introducción 

 

El músculo estriado es un tejido dinámico con alta capacidad de adaptación frente a estímulos 

fisiológicos, (1) constituye del 40 % al 45 % del peso corporal. Se integra de fibras musculares: roja 

oxidativa lenta (Tipo I), blanca oxidativa glucolítica rápida (Tipo IIA), glucolítica rápida (Tipo IIB), de 

igual manera existe un grupo de fibras llamadas IIC, raras en condiciones normales y se 

consideran fibras indiferenciadas capaces de convertirse en IIA o IB. (2) Las lesiones músculo-

esqueléticas son sumamente frecuentes en la vida cotidiana y en la actividad deportiva, derivando 

en periodos de inactividad dependiendo del grado de la lesión desde leve, pasando por moderada, 

hasta severa. (3) Dentro de las lesiones musculesqueleticas las más comunes son los desgarres, 

que se presentan en la unión miotendinosa, específicamente en músculos que presentan mayor 

cantidad de fibras tipo II es decir aquellos que son de contracción rápida como son los aductores, 

gastrocnemio interno, cuádriceps, recto anterior, isquiotibiales, entre otros. (3,4)  

La fisiopatología en el músculo lesionado, independientemente de la causa de lesion encontramos 

las siguientes fases: destrucción, reparación y remodelación, estando las últimas dos sobrepuestas 

y relacionadas entre ellas, (5) el daño muscular ocasionado por desgarre o cirugía resulta en un 

déficit funcional (6) seguido de una secuela natural que sustituye el tejido contráctil por tejido 

patológico fibroso no contráctil, deteriorando cada vez más la capacidad funcional. (7) 

Comprendiendo que el metabolismo celular está regulado por estímulos mecánicos y bioquímicos, 

existen diversos tipos de estimulación mecánica como ultrasonido a baja intensidad, centrifugación, 

aplicación de cargas estáticas, vibración, campo electromagnético, entre otros, que son 

reconocidos por las células después de un proceso de mecanotransducción que produce 

reacciones bioquímicas a partir del estímulo mecánico y así determinar una respuesta celular, (8,9) 

de esta manera el músculo esquelético puede completar una regeneración debido a las células 

troncales que residen en músculo esquelético y no esquelético. 

Reportes han señalado que uno de los recursos capaces de promover la estimulación mecánica es 

el ultrasonido terapéutico (UT), utilizado ampliamente para diversos propósitos en ciencias de la 
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salud, como, por ejemplo, la osteogénesis. (9-11) Así mismo se reporta la utilización del UT en el 

campo clínico, basado en sus efectos biológicos que fomentan la activación celular, en proceso de 

curación de heridas por úlceras por presión (UPP), quirúrguicas, lesiones miotendinosas, 

consolidación de fracturas, entre otras. (8) 

El ultrasonido es un tipo de sonido con una frecuencia mayor a la que puede percibir el oído 

humano, es decir mayor a 20,000 vibraciones por segundo Hertz (Hz), los dispositivos ultrasónicos 

han encontrado una gran aplicación en el hogar, la medicina, la industria y la oceanografía, (11) el 

UT tiene una frecuencia de 0.7 a 3.3 Mega-Hertz (MHz) con el objetivo de maximizar la absorción 

de energía a través de los tejidos. (12, 13) 

La curación de heridas es un proceso complejo y organizado que restaura la integridad y la función 

del tejido dañado. (14) Restaurar la función a través de la barrera de la piel mediante 

reepitelización, revascularización, deposición de matriz/remodelación y contracción implican la 

interacción de diferentes tipos de células que incluyen células endoteliales (EC), células de 

músculo liso (SMC), plaquetas, células inflamatorias, miofibroblastos y queratinocitos. Estas células 

secretan factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos 

básico (bFGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento 

placentario (PlGF), factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) e inhibidor tisular de las 

metaloproteinasas 2 (ITMP-2) entre otros factores para regular el proceso de curación y modular 

los componentes de la matriz extracelular. (15–17) 

El uso de células troncales de pulpa dental humana (hDPSC) y su potencial diferenciación a 

diversos tejidos ha abierto un nuevo campo de investigación enfocado a la regeneración y a la 

estimulación del crecimiento de los vasos sanguíneos, factores críticos para el tratamiento exitoso 

de las heridas y la regeneración del músculo-esquelético. (18) 

Se ha demostrado que el uso de células estromales mesenquimales (MSC) promueve la 

cicatrización de heridas a través de diferentes procesos, incluida la angiogénesis. (19) Existen 

diversas enfermedades o defectos musculares que son difícilmente tratados y actualmente no 

existen terapias que puedan regenerar por completo la degeneración muscular y vascular. En este 

sentido, la terapia con hDPSC se puede utilizar para restaurar lesiones de tejido muscular, 
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reparando así las fibras dañadas y previniendo la futura degeneración muscular que aunado al uso 

del UT puede marcar efectos benéficos en este campo de la investigación. (18,19)  

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigación es conocer y reportar los efectos in vitro del UT 

en la proliferación, desinflamación y diferenciación miogénica de hDPSC utilizando distintos 

parámetros de tratamiento mediante la estimación de la viabilidad celular, la expresión de 

prostaglandina E2 (PGE2) y la expresión de actina a través de ensayos de reducción metabólica de 

bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), ensayos de ELISA y co-cultivo con 

hDPSC-C2C12 (Células de músculo esquelético de ratón) y su estudio por inmunocitoquímica, 

respectivamente.  
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2. Marco Teórico 

 

2.1 Ultrasonido Terapéutico (UT) 

 

El Ultrasonido es un tipo de sonido con una frecuencia mayor de 20.000 ciclos por segundo Hertz 

(Hz), basándose en la audición humana, el UT es el resultado de la transducción de la energía 

eléctrica en mecánica (piezoelectricidad), tiene un frecuencia de 0.7 a 3.3 Mega-Hertz (MHz) con el 

objetivo de maximizar la absorción de energía entre 2cm y 5 cm de tejidos blandos (12) compuesta 

de ondas alternantes de compresión y refracción produciendo así ondas ultrasónicas cuya energía 

dependerá de los parámetros de aplicación. (13,20) 

 

Comportamiento de las ondas mecánicas ultrasónicas: 

Las vibraciones moleculares transportan energía desde un transmisor a un receptor, cuando las 

moléculas se acercan entre sí se llama “compresión” y cuando se separan se llama “refracción”, 

esta es la base para llamar al sonido una onda mecánica. (21) 

Es importante mencionar que, dado que el haz de ultrasonido no es homogéneo por todo el 

cabezal, se provocan interferencias y nódulos de potencia que convergen, se concentran y luego 

se difractan (Fig. 1), esto explica que: 

✓ En el campo cercano o zona de Fresnel puede haber riesgos de lesión tisular por la 

comprensión puntual. 

✓ En el nodo de convergencia, aparece cavitación y daño tisular con frecuencia. 

✓ A partir del nodo de convergencia o zona de Fraunhofer, el haz se vuelve homogéneo y 

está libre de riesgo. (22) 
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Atenuación: 

Es la disminución de la intensidad del ultrasonido, conforme atraviesa los tejidos. Cabe resaltar que 

existen tejidos que poseen un mayor coeficiente de absorción como son los huesos donde se 

provoca mayor temperatura interna, y en menor medida, el tejido muscular que posee menor 

coeficiente de absorción. (23) La atenuación es mayor en los tejidos con mayor cantidad de 

colágeno con la utilización de altas frecuencias de UT, mientras que los que tienen menor 

coeficiente, suelen tener alto contenido en agua, por el resultado de la absorción reflexión y 

refracción. Son específicos para cada tejido y frecuencia. (13) (Tabla 1)  

Coeficiente de absorción en decibelios/centímetros a 1 y 3 MHz 

Tejido 1MHz MHz 
Sangre 0,025 0,084 

Grasa 0,14 0,42 

Nervio 0,2 0,6 

Musculo (Paralelo) 0,28 0,84 

Musculo (Perpendicular) 0,76 2,28 

Vasos sanguíneos 0,4 1,2 

Piel 0,62 1,86 

Tendón 1,12 3,36 

Fig. 1: Emisión de no homogeneidad del UT. 
Fuente: Rodríguez Martín. Electroterapia en Fisioterapia 2004. 
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Cartílago 1,16 3,48 

Hueso 3,22 - 

 

Se considera que la frecuencia de 1 MHz es más apropiada para llegar a tejidos de hasta 5 cm de 

profundidad bajo la piel, mientras que 3 MHz solo llega de 1 cm a 2 cm de profundidad. (13) 

El UT se podría clasificar en la categoría de los agentes físicos térmicos y mecánicos de acuerdo a 

sus parámetros de uso, (12) los efectos biológicos de las ondas ultrasónicas se pueden agrupar en 

5 categorías. 

1. Rotación del protoplasma. 

2. Desplazamiento de pequeñas partículas. 

3. Lisis celular. 

4. Desintegración de pequeños cuerpos como cloroplastos. 

5. Estimulación celular. (24) 

El UT puede tener diferentes parámetros de aplicación atenido a lo siguente: 

● Frecuencia: Cantidad de veces por segundo que vibra el aire para producir el sonido en un 

segundo, el rango de frecuencia de ultrasonido comienza a una frecuencia aproximada de 

20 kHz, en UT se utilizan 1 MHz y 3 MHz. (21) (Fig. 2) 

 

Fig. 2: (a) Espectro acústico (b) Espectro de UT. 
Fuente: O’Brien WD. Ultrasound-biophysics 

mechanisms 2007. 

Tabla 1: Coeficientes de absorción del UT. 
Fuente: Michelle H. Cameron. Agentes Físicos en Rehabilitación 2013. 
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● Intensidad: Dosimetría utilizada para el ultrasonido, cantidad de potencia utilizada en el 

bioefecto ultrasónico en las unidades W/cm2. (21) 

● Ciclo de trabajo: Relación entre la duración del impulso y el periodo de repetición del 

impulso, es decir, la cantidad fraccional del tiempo que se activa el pulso y se mide en 

porcentaje. (21). 

● Área real de emisión del cabezal: Área en cm2 por la cual se emite energía ultrasónica con 

eficacia suficiente, también denominado “ERA”. (22)  

● Radio de no homogeneidad del haz de ultrasonido: El centro del cabezal del ultrasonido 

emite energía más potente que los bordes del cabezal, en la (Fig. 3) se observa el reparto 

de la energía transmitida por el cabezal del ultrasonido. (22)  

 

 

UT térmico:  

También llamado continuo, provoca efectos térmicos (Fig. 4) como el aumento de temperatura de 

los tejidos, tanto superficiales como profundos, estos se producen por ondas ultrasónicas continuas 

con suficiente intensidad, con el fin de aumentar el flujo de sangre, la tasa metabólica y la 

extensibilidad de los tejidos blandos. (12) 

Fig. 3: Reparto de la energía transmitida por el cabezal del UT. 
Fuente: Rodríguez Martín. Electroterapia en Fisioterapia 2004. 
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UT no térmico: 

Se conoce tambien con el término pulsado, (Fig. 4) utilizado para facilitar la curación de los tejidos 

o favorecer la penetración transdérmica de los fármacos mediante mecanismos mecánicos. (13) 

Existen cambios que pueden alterar la permeabilidad celular que son: 

1. Cavitación: Es la formación, crecimiento y oscilación de burbujas de gas ocasionadas por 

el UT durante la compresión y refracción de la onda, (25) pueden ser: 

● Estables: Las burbujas de gas oscilan en su tamaño a lo largo de muchos 

ciclos, pero no estallan, se piensa que este tipo de cavitación puede ser el 

mecanismo de los efectos terapéuticos no térmicos del UT. (26) 

● Inestables: Las burbujas de gas crecen a lo largo de un número de ciclos y 

posteriormente implosionan ocasionando de manera breve, localizada e 

impactante, un aumento de presión y temperatura provocando radicales 

libres, al parecer este tipo de cavitación no se produce con las 

intensidades terapéuticas de ultrasonido. (26)  

2. Microcorrientes: Son remolinos pequeños que se producen cerca de los objetos vibratorios, 

en el ultrasonido ocurren alrededor de las burbujas de gas que oscilan por la cavitación. 

(27) 

3. Corriente acústica: Es el flujo continuo y circular de los fluidos celulares inducidos por 

ultrasonido, es más grande que las microcorrientes y se dice que produce cambios en la 

actividad celular al transportar sustancias a través del campo de ultrasonido. (27) 
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La clave de la versatilidad del ultrasonido en aplicaciones médicas y de la salud es su múltiple 

interacción con las células y tejidos, la simple presión oscilatoria que provoca, es captada y afecta 

las células y los tejidos provocando así efectos terapéuticos, (28) principalmente utilizada en 

lesiones musculares y sus diferentes tipos de fibras. (Tabla 2)  

Fig. 4: Representación de onda de Ultrasonido continuo y pulsado. 
Fuente: jaioserrano.com. Ganadería 2015. 
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 Tipo I Tipo IIA Tipo IIB Tipo IIC 

Nombre Roja Oxidativa 

lenta 

Blanca Oxidativa 

glucolítica rápida 

Glucolítica 

rápida 

**Fibras 

indiferenciadas 

capaces de 

convertirse en IIA 

o IIB, Raras en 

condiciones 

normales. 

Velocidad de 

contracción 

Lenta Rápida Rápida 

Fuerza de 

contracción 

Baja Alta Alta 

Fatigabilidad Resistencia a la 

fatiga 

Fatigable Muy Fatigable 

Capacidad 

Aeróbica 

Alta Moderada Baja 

Capacidad 

Anaeróbica 

Baja Moderada Alta 

Tamaño de 

unidad motora 

Pequeño Grande Más Grande 

Densidad capilar Alta Alta - 

 

Su efecto inicial era principalmente térmico, posteriormente se comenzó a utilizar para la 

reparación de tejidos, desinflamación y cicatrización de heridas. En los efectos no térmicos del 

ultrasonido podemos encontrar la reparación de fracturas que han sido estudiadas con resultados 

efectivos utilizando UT a baja intensidad relacionado directamente con la respuesta celular que 

provoca. (29) 

Como ya se mencionó anteriormente la utilización de UT a dosis muy altas del rango terapéutico 

puede provocar daño tisular atribuido a los efectos de calentamiento y cavitación inercial. (30,31) 

 

 

Tabla 2: Tipos de fibras musculares y sus características fisiológicas. 
Fuente: Michelle H. Cameron. Agentes Físicos en Rehabilitación 2013. 
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Método de aplicación del UT 

Para la aplicación de UT es necesario utilizar un transmisor de la onda que puede ser agua 

(subacuático) (Fig. 5C), interponer entre la piel y el cabezal una bolsa de látex llena de agua y sin 

burbujas (Fig. 5B) o utilizar un gel de ultrasonido (Fig. 5A) que es una sustancia soluble en agua 

utilizada para completar un circuito, para unir una salida a la piel; el gel de ultrasonido permite 

pasar la onda ultrasónica hasta la piel, sin ello no sería posible debido a la gran impedancia 

acústica del aire al paso de la frecuencia de MHz del ultrasonido. (22,32) El gel debe contar con las 

siguientes características: 

✓ Ser un buen conductor de ondas de ultrasonido. 

✓ Facilitar el deslizamiento del cabezal. 

✓ No resecarse o formar grumos. 

✓ No irritar la piel. (22) 

 

 

Fig. 5: Aplicación de UT. A) Directa con gel transductor. B) A 
través de una bolsa con agua. C) Subacuática. 

Fuente: Rodríguez Martín. Electroterapia en Fisioterapia 2004. 
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Los efectos biológicos del UT, se han reportado en la literatura tanto del UT térmico como el no 

térmico y han sido estudiados de manera in vitro por diversos autores en cultivos celulares de 

diferentes linajes. (33,34) 

 

2.2 Cultivo celular 

 
Es el conjunto de técnicas que permiten el máximo mantenimiento de propiedades fisiológicas, 

bioquímica y genéticas de las células in vitro. (35) 

Los cultivos celulares tienen diferentes usos para el estudio de células específicas, es decir, 

investigar cómo y cuándo crecen o cómo y cuándo dejan de crecer, su estructura bioquímica, entre 

otros.  

Se pueden destacar: 

● Estudios virológicos. 

● Investigaciones sobre el ciclo celular, el control del crecimiento de células 

tumorales y la modulación de la expresión genética.  

● Estudios de interacción/señalización celular. 

● Búsqueda de modelos experimentales para estudios de la biología del desarrollo y 

la diferenciación celular.  

● Estudios de biocompatibilidad. (35–37) 

Las células de humanos pueden ser obtenidas mediante biopsias, post-morterm, de placenta o de 

procedimientos quirúrgicos y se pueden cultivar mediante una amplia gama de cultivos celulares 

para la investigación. (36) 

Existen diferentes tipos de cultivo celular dependiendo su forma de cultivo, estos son: 

 

● Cultivo primario: Son cultivos que provienen de células que han sido disgregadas de un 

tejido original, este puede ser tomado después de un procedimiento quirúrgico o bien post-

mortem, las células de un cultivo primario conservan la morfología celular del órgano del 

que fueron aisladas, sus cromosomas tienen un número diploide, su crecimiento in vitro es 
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limitado y hay inhibición por contacto debido a que están más cercanas a las células que 

las originaron; una de las desventajas de este tipo de cultivos es que existe una mayor 

probabilidad de presentar virus adventicios o latentes, lo que implica el desarrollo de la 

adecuada tecnología para el control de calidad. (36) 

 

● Línea celular continua: Se denomina así cuando un cultivo primario es sometido a 

procesos de transformación que le confiere capacidad ilimitada de multiplicación, están 

formadas por células que se diferencian genética y morfológicamente de las células de las 

cuales se originaron. Pueden provenir de células que se derivan de tumores o de un 

proceso de transformación de un cultivo primario mediante transfixión con oncogenes o 

tratamiento con carcinogenéticos, lo que les confiere un nuevo fenotipo. El paso de un 

cultivo primario a línea se denomina transformación y puede inducirse fisiológicamente por 

interacción celular, polaridad a través de hormonas o utilizando inductores no fisiológicos 

como el dimetilsulfóxido (DMSO). (38) 

 

● Línea celular de cultivo primario: Se denomina así a un cultivo primario cuando este es 

subcultivado, presenta una reducción en el número de células a través del tiempo. (39) 

 

● Co-cultivo: Es la configuración de un cultivo celular en la cual dos o más poblaciones 

diferentes de células crecen con cierto contacto entre ellas, se utilizan para discernir los 

efectos individuales y colectivos del contacto físico o con ciertos objetivos como: estudiar 

sus interacciones naturales, mejorar el éxito de algún cultivo para ciertas poblaciones o 

establecer interacciones sintéticas entre poblaciones celulares como infecciones e 

investigación en fármacos. (39,40) 

Para el aislamiento celular de tejidos en cultivos in vitro existen diferentes técnicas con las cuáles 

se pueden obtener células primarias o cultivos primarios que se cultivan directamente desde un 

sujeto, normalmente tiene un periodo de vida limitado debido a la división celular. (41)  
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Para el mantenimiento de las células, los cultivos deben ser mantenidos a una temperatura y 

medio ambiente adecuados, el cual es de 37 ºC, 5% CO2 y 95% de humedad en una incubadora 

celular, a menudo los factores utilizados para suplementar el crecimiento celular derivan de sangre 

animal como el suero bovino (SFB). (41,42) 

 

Con el objetivo de renovar los nutrientes, evitar la acumulación de productos metabólicos tóxicos y 

células muertas, se requiere de un cambio de medio de cultivo, en cultivos adherentes al plato de 

cultivo, se retira directamente el medio por aspiración y se reemplaza por uno fresco. (36,37,43) 

Para realizar los subcultivos, es decir, transferir un pequeño número de células a un nuevo 

contenedor con el fin de evitar la muerte celular por sobrepoblación, con cultivos en suspensión se 

realiza tomando una pequeña cantidad de cultivo con células diluyéndola en un volumen mayor de 

medio fresco, en cultivos adherentes, las células inicialmente deben de ser despegadas con una 

mezcla de tripsina y ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) o alguna otra sustancia especializada y 

posteriormente realizar el traspaso celular en el nuevo recipiente. (36,37) 

Las técnicas de cultivo celular precisan estrictas condiciones de asepsia ya que el crecimiento de 

las células animales no es tan rápido como los contaminantes comunes (bacterias, mohos y 

levaduras), además de que no pueden desarrollarse en medios de cultivo, por lo que hay que 

agregar medios suplementarios como suero, plasma y fluidos intersticiales para proveer a las 

células un medio semejante al in vivo. (35,42)  

Los costos de realizar experimentación en cultivo, es diez veces mayor que realizarlo en tejidos 

animales ya que se invierte en ensayos o procedimientos preparativos que pueden ayudar en la 

estandarización del proceso. (37) 

En los cultivos celulares es difícil relacionar las células cultivadas con las células funcionales del 

tejido que son derivadas, ya que en la mayoría de los casos presentan propiedades diferentes, 

debido a esto se utilizan marcadores celulares al momento de caracterizarlas y así garantizar que 

las células crecidas en el cultivo sean iguales a las que se cultivaron inicialmente, otra dificultad es 

la inestabilidad genética cuando se realizan varios pases de cultivos celulares no transformadas, lo 

que originará una enorme heterogeneidad de las células y su diferenciación. (37) 
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Células troncales para la regeneración de tejidos 

Hasta hoy en día se han descubierto células mesenquimales provenientes de distintos tejidos 

como son: tejido adiposo, sangre periférica, bazo, cerebro, líquido sinovial, dermis, músculo, pulpa 

dental, cordón umbilical, piel, córnea, retina, hígado, páncreas e intestinos. (44) 

La regeneración tisular se ha convertido en un campo de investigación, tiene propósitos 

específicos en el ámbito clínico, las células madre pluripotenciales humanas se diferencian y se 

renuevan en diferentes tipos de células convirtiéndose en una manera llamativa hacia la 

investigación para tratar distintas enfermedades mediante el reemplazo celular. (45) 

Las células madre se caracterizan principalmente por su capacidad ilimitada de dividirse, hay una 

gran cantidad de células madre específicas que pueden ser tratadas in vitro para inducir su 

diferenciación hacia un tejido específico, se sabe mediante estudios realizados que las células 

multipotenciales estromales de medula ósea tienen una potencial capacidad para diferenciarse en 

osteoblastos, condrocitos, adipocitos, incluso tejido neural y muscular. (46,47) 

 

Células troncales de la pulpa dental humana (hDPSC) 

La pulpa dental humana se deriva de la capa germinal denominada mesodermo, se ha demostrado 

que tiene capacidad clonogénica, proliferativa, de auto regeneración así como un patrón de 

marcadores específicos y capacidad multipotente, las hDPSC tienen las propiedades de las 

denominadas células madre adultas, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) por sus 

siglas en inglés dice que una célula madre mesenquimal debe de: 

● Adherirse al plato de cultivo en condiciones de un cultivo estándar. 

● Expresar (≥ 95 %) CD105, CD73, CD90. 

● No expresar (≤ 2 % +) CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19, HLA-DR. 

● Dar al menos tres linajes diferenciados: osteoblástico, adipogénico y condroblástico. 

Este ultimo punto se demuestra mediante la tinción de el cultivo celular diferenciado de manera in 

vitro. (44) 
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La pulpa dental tiene 4 capas: 1) Capa externa que contiene odontoblastos, 2) Zona libre de 

células, 3) Zona rica en células y 4) Núcleo de la pulpa, obteniéndose de la tercer capa las hDPSC 

que son una fuente accesible de células progenitoras que tienen la capacidad de diferenciarse a 

distintos linajes celulares debido a su capacidad plástica. Se sabe que en ciertas condiciones in 

vitro pueden formar una apariencia similar a un odontoblasto y se especula que también pueden 

tener una potencial capacidad para diferenciarse en otros tejidos mediante las condiciones 

adecuadas, se sabe que los factores mecánicos y bioquímicos influyen entre la renovación y la 

diferenciación de hDPSC in vitro, estas células pueden ser fácilmente crioconservadas, 

almacenadas y aun así conservar su capacidad de multipotencia. (47–49)  

Investigaciones han referido resultados benéficos en la diferenciación celular utilizando un 

tratamiento previo con DMSO mejorando la eficiencia de la diferenciación. (50) 

 

2.3 Ensayos de viabilidad celular  

 
La viabilidad celular se define como el número de células sanas en una muestra, mientras que la 

proliferación celular es un indicador vital para comprender los mecanismos en acción de ciertos 

genes, proteínas y vías implicadas en la supervivencia o muerte celular después de la exposición a 

agentes tóxicos. Generalmente, los métodos usados para determinar la viabilidad son también 

comunes para la detección de la proliferación celular.  

Existe una variedad de métodos de ensayo basados en células que se enfocan en diversas 

funciones celulares tales como actividad enzimática, permeabilidad de la membrana celular, 

adherencia celular, producción de ATP, producción de co-enzimas y actividad de captación de 

nucleótidos. Estos métodos podrían clasificarse básicamente en diferentes categorías: (I) Métodos 

de exclusión de colorantes tales como ensayo de exclusión de colorante azul de tripano, (II) 

Métodos basados en actividad metabólica, (III) Ensayos de viabilidad de celdas múltiples, (IV) 

Ensayo de sulforhodamina B y de supervivencia celular clonogénica, (V) Ensayo de marcadores de 

viabilidad, (VI) Ensayos de proliferación celular de síntesis de ADN y (VII) Microespectroscopía de 

Raman. (13) 



Efectos	del	ultrasonido	terapéutico	en	cultivo	con	hDPSC	
Sordo-Carrillo.	

 

 
 

24 

 

(I). Métodos de exclusión de colorantes tales como ensayo de exclusión de colorante azul de 

tripano 

Esta técnica ha sido la metodología estándar utilizada en los laboratorios de investigación 

académica y en las plantas de biotecnología industrial. Las células se contaban rutinariamente de 

manera manual con un hemocitómetro. El método tradicional se realiza para la identificación del 

análisis de viabilidad de las células con azul de tripano que implica una tinción manual y el uso de 

un hemocitómetro para su recuento. (51,52) 

 

(II). Métodos basados en actividad metabólica 

El primer colorante metabólico, probablemente el más conocido, es el bromuro de 3- (4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT). El ensayo de reducción de MTT se usa para 

determinar el nivel de actividad metabólica en células eucariotas, incluyendo células animales, 

vegetales y fúngicas. Si la tasa metabólica es constante, la técnica puede emplearse para contar 

células vivas en una muestra. (53) Este ensayo se basa en la conversión por reducción de 

tetrazolio soluble en cristales de formazán azul que se da en las mitocondrias. Otros colorantes 

similares se han vuelto cada vez más populares, tales como XTT (Sodio 3´-[1-(fenilaminocarbonil)-

3,4-tetrazolio)-bis-(4-metoxi-6-nitro) ácido benceno sulfónico hidrato), MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-

yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), y derivados de WST, XTT y MTS se 

utilizan en presencia de fenazina metosulfato (PMS) que aumenta su sensibilidad. (54) Estos 

ensayos son considerados más sensibles y rápidos, pero su principal ventaja es que tienen menos 

pasos a medida que el producto convertido se libera en el medio, lo que significa que no se 

requiere ningún paso para disolver el producto insoluble (una etapa necesaria cuando se usa 

MTT); sin embargo, el ensayo de MTT es metabolizado por la mayoría de los tipos de células, 

mientras que algunas de las nuevas alternativas no son adecuadas para todas las células. (55,56)  
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(III). Ensayos de viabilidad de celdas múltiples 

Los investigadores pretenden obtener el mayor número posible de datos de una muestra de células 

para comprender los procesos biológicos del objeto de estudio. Los ensayos múltiples cumplen 

este objetivo ya que tienen la capacidad de reunir más de un dato de la misma muestra.  

Para determinar la mortalidad celular, se utiliza el valor de LC50 (es decir, la concentración que 

mata el 50 % de las células) a partir del ensayo de viabilidad celular, que se basa en la reducción 

de resazurina en un producto final fluorescente. La liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) y 

aspartato aminotransferasa (AST) se utilizan como marcador para la integridad de la membrana. 

(57) Para investigar el mecanismo de la muerte celular (apoptosis versus necrosis), la actividad 

caspasa-3/7 se midió como marcador de apoptosis, mientras que la necrosis se asocia más con la 

liberación de LDH y AST. GLDH, una enzima específica del hígado que se encuentra 

exclusivamente en la matriz mitocondrial, (58) también se ha utilizado para determinar el efecto de 

los medicamentos sobre las mitocondrias. 

 

(IV). Ensayo de sulforhodamina B y de supervivencia celular clonogénica 

Los dos ensayos in vitro usados comúnmente son el ensayo de sulforodamina B (SRB) y el ensayo 

de supervivencia clonogénica que pueden utilizarse para monitorizar la eficacia de agentes 

anticancerosos, ya sea mediante citotoxicidad directa de células tumorales o mecanismos 

antiangiogénicos. Las técnicas descritas son adecuadas para estudiar la supervivencia en una 

serie de diferentes tipos de células y no requiere de ningún equipo especializado. El ensayo 

clonogénico se ha convertido en uno de los ensayos más utilizados y confiables para evaluar la 

sensibilidad celular a los tratamientos citotóxicos, ya que prueba el aspecto fundamental de la 

supervivencia y la proliferación celular. (59) Es ampliamente utilizado para la evaluación de la 

radiosensibilidad, ya que puede evaluar con precisión los efectos a largo plazo de supervivencia de 

la irradiación. También se utiliza para evaluar la eficacia de los nuevos fármacos contra el cáncer. 

El ensayo clonogénico es aplicable para su uso con cualquier tipo de célula. (60) Debido a su gran 

rango dinámico, es bueno para realizar ensayos con un bajo y alto número de densidad celular, 

aspecto limitante en ensayos colorimétricos y basados en la exclusión de colorantes. 
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Al comparar SRB y ensayos clonogénicos, este último es más laborioso y requiere mucho tiempo 

(tanto en términos de realización del ensayo como en la generación de resultados, es decir, las 

placas tienen que ser incubadas durante 2-4 semanas), y pueden surgir problemas con líneas 

celulares que no se disocian fácilmente en una sola suspensión de células. (60-61) 

El ensayo SRB es un popular ensayo de citotoxicidad in vitro desarrollado por Skehan y cols. (61) 

SRB es un colorante de aminoxanteno que se une a los residuos de aminoácidos básicos en las 

proteínas a través de sus grupos sulfónicos. La unión de SRB es estequiométrica; por lo tanto a 

cantidad de cambio colorimétrico da una estimación de la masa total de proteína, que es 

directamente proporcional al número de células. (62) Como se mencionó anteriormente, la 

aplicación principal del ensayo de SRB está en las pruebas de quimiosensibilidad, ya que es 

particularmente adaptable y adecuado para sistemas de alto rendimiento tales como el cribado de 

fármacos. Para los ensayos de sensibilidad a la radio, a menudo se cree que los ensayos 

colorimétricos son inadecuados debido a la corta duración del ensayo; sin embargo, se ha 

informado, que si el ensayo SRB se deja suficiente tiempo para permitir la muerte celular retardada 

inducida por radiación (es decir, se deja el equivalente de seis tiempos de duplicación de células o 

el tiempo equivalente que tomaría para que las células formen colonias de más de 50 células en un 

ensayo clonogénico) pueden obtenerse curvas de supervivencia comparables. (60) Se debe tener 

precaución antes de la aplicación de este ensayo para las mediciones de radiosensibilidad, ya que 

todavía hay cierta preocupación de que en ciertas dosis, es decir, alta (> 6 Gy) o baja (< 2 Gy) sea 

insensible, es decir, estima la supervivencia en comparación con el ensayo clonogénico. (63) 

 

(V). Ensayo de marcadores de viabilidad 

El ensayo Alamar Blue se basa en la reducción enzimática del marcador de viabilidad de células 

vivas y sirve como una herramienta eficaz para evaluar la proliferación celular y como una técnica 

de cribado. Puede aplicarse en estudios que se concentran en células de animales, plantas, 

levaduras y bacterias. En el interior de la célula, Alamar Blue experimenta una reducción 

enzimática en las mitocondrias debido a la actividad de enzimas tales como: flavina 

mononucleótida deshidrogenasa, flavina adenín dinucleótida deshidrogenasa, nicotinamida 
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adenina deshidrogenasa y citocromos. (64) También se observa que las enzimas citosólicas y 

microsómicas tienen la capacidad de reducir la resazurina. Por otra parte, la magnitud de la 

reducción mitocondrial es similar a la reducción citosólica impulsada por NADPH: quinina 

oxidorreductasa, flavina reductasa y citocromos. (65,66) El resorufin rojo se excreta fuera de las 

células al medio dando como resultado un cambio de color visible de azul a rosa. Por lo tanto, la 

tasa de reducción basada en el cambio de color, que se puede cuantificar colorimétricamente o 

fluorométricamente, refleja el número de células viables. Alamar Blue es muy sensible y, 

dependiendo del tipo de célula y el tiempo de incubación, es lineal en el rango de 50-50.000 

células en una placa de 96 pocillos. (66) 

 

(VI) Ensayos de proliferación celular de síntesis de ADN 

El ensayo del cometa es un método basado en electroforesis en gel que puede usarse para medir 

el daño del ADN en células eucariotas individuales, es versátil, relativamente simple de realizar y 

sensible. Aunque la mayoría de las investigaciones hacen uso de su capacidad para medir rupturas 

de una sola cadena de ADN, las modificaciones en el método permiten la detección de rupturas de 

doble hebra de ADN, enlaces cruzados, daño base y núcleos apoptóticos. El límite de sensibilidad 

es de aproximadamente 50 rupturas de hilos por célula diploide de mamífero. El daño del ADN y su 

reparación en suspensiones monocelulares preparadas a partir de levaduras, protozoos, plantas, 

invertebrados y mamíferos también se pueden estudiar usando este ensayo. Desde el desarrollo 

inicial del ensayo cometa, se han realizado esfuerzos para mejorar la sensibilidad y fiabilidad del 

ensayo, extender las aplicaciones al análisis de diversos tipos de daño del ADN en varios tipos de 

células, (67) aumentar la capacidad de manipulación de muestras (68) y estandarizar los 

protocolos y el análisis. (69) Los esfuerzos para optimizar la concentración de agarosa, los 

tampones de lisis y las manchas de ADN fueron llevados a cabo por varios grupos. (70) Se 

introdujo una versión del método en condiciones neutras que permitió detectar fracturas de doble 

hebra de ADN independientes de la presencia de roturas de una sola hebra. (71) El daño de la 

base se ha logrado identificar mediante la incubación de células lisadas con endonucleasas 

específicas de daño base antes de la electroforesis. Los enlaces cruzados interconectados podrían 
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identificarse por la falta de detección de roturas de una sola cadena que se sabe que están 

presentes. (72) La fragmentación extensa del ADN que ocurre en las células apoptóticas hizo que 

estas células fueran fáciles de detectar. (73) La importancia de la heterogeneidad en el daño del 

ADN en la explicación de la resistencia al tratamiento del cáncer se demostró posteriormente en 

células de modelos de tumor animal y biopsias clínicas. El potencial para predecir la respuesta 

tumoral a tratamientos específicos que causan daño al ADN ha sido demostrado. (74) 

 

(VII) Microespectroscopía de Raman 

El número de técnicas para identificar, cuantificar y caracterizar la muerte celular está aumentando 

rápidamente a medida que se conoce más acerca de los mecanismos complejos que subyacen a 

este proceso. Sin embargo, la mayoría de estas técnicas son invasivas y requieren pasos de 

preparación tales como tinción o extracciones de proteínas. El análisis no invasivo de células vivas 

representa un punto clave en la biología celular en estudios de toxicología o en ingeniería de 

tejidos. La espectroscopia Raman es una herramienta analítica bien establecida y se basa en la 

interacción de la radiación electromagnética con las moléculas de la muestra. Un espectro Raman 

representa un análisis químico de la muestra, basado en láser de infrarrojo cercano dirigido a 

través de una serie de espejos por medio de un microscopio sobre la muestra, dando lugar a la 

dispersión de la luz que interactúa con una pequeña porción de los fotones dispersos con una 

frecuencia cambiada. Cada enlace químico da como resultado un cambio de frecuencia definido de 

los fotones. Por ejemplo, un desplazamiento Raman de 1.005 cm-1 corresponde a la fenilalanina, la 

intensidad del pico es relativa a la concentración. (75) Esta técnica tiene tres ventajas principales 

sobre los ensayos biológicos convencionales cuando se aplica al estudio de células vivas: (76) i) es 

rápida (1-3 minutos), ii) no invasiva y iii) no se induce ningún daño a las células si se usan 

longitudes de onda e intensidades de láser adecuadas. 

La espectroscopia Raman ha demostrado ser capaz de detectar cambios biológicos in situ y en 

tiempo real relacionados con el ciclo celular y la muerte celular. (77,78) Mediante la medición de la 

magnitud de la banda de Raman de 782-788 cm-1 de ADN, la distribución del ADN se ha 

representado en células apoptóticas, mostrando la fragmentación del núcleo. (79) 
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Inmunocitoquímica 

Una molécula en una célula o en un corte de tejido se puede encontrar por medio de compuestos 

específicos que interactúan y se unen a la molécula que queremos detectar, estos compuestos 

necesitan ser acoplados a un marcador para que puedan ser visibles al microcsópio óptico o 

electrónico. Cuando el marcador está acoplado a una sustancia con afinidad específica por una 

molécula, delata la presencia de esa molécula, suelen ser sustancias fluorescentes, átomos 

radioactivos, moléculas de enzimas como la peroxidasa, metales, entre otros. La 

inmunocitoquímica es un tipo de interaccion muy específica entre moléculas, se produce entre una 

molécula y un anticuerpo que la reconoce en un corte o en células de cultivo, es de grán utilidad 

para localizar proteínas y glucoproteínas. (41) 

En una reacción inmuocitoquímica las células de un cultivo que se supone que tiene una 

deteriminada proteína, se incuba en una solución con el anticuerpo que reconoce dicha proteína (el 

anticuerpo fue acoplado previamente con un marcador para que sea visible) así el anticuerpo se 

une específicamente a la proteína y su localización se puede observar bajo el microscópio. Es una 

técnica que gracias a la oferta comercial de anticuerpos y la estandarización del protocolo se ha 

convertido en un método sencillo, rápido, potente con gran especificidad y una alta afinidad para 

detectar marcadores positivos de diferenciación celular. (41) 

Es así como lgunos de los diversos esayos mencionados anteriormente aplicados en métodos in 

vitro, brindan información acerca del estado del estado biológico celular como puede ser presencia 

de marcadores, inflamción, viabilidad, entre otras. (41,58) 

 

2.4  Inflamación 

 
Es una reacción de defensa que se manifiesta ante cualquier tipo de lesión, es un proceso 

complejo que se presenta como respuesta a infecciones o a diversos estímulos generadores de 

lesión tisular con el objetivo de adaptar al organismo a circunstancias anormales, es benéfica si es 

breve y localizada en el sitio del daño, de lo contrario se considera patológica. (80) La 
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prostaglandina E2 (PGE2) pertenece a la familia de productos de oxigenación del ácido 

araquidónico que se encuentra en el endotelio durante la inflamación aguda principalmente, este 

influye en la respuesta inflamatoria y la hiperalgesia, sensibilizando los nociceptores aferentes e 

induciendo liberación de sustancia P. (81) 

La lesión de tejidos vascularizados provoca una serie de eventos coordinados, complejos y 

dinámicos para así lograr la reparación y restauración de la función. La inflamación se caracteriza 

por cuatro signos cardinales según Cornelio Celso (calor, rubor, tumor y dolor), (12) aunque más 

tarde Virchow añadió un quinto signo cardinal (**pérdida de la función), (12,81) que se resumen en 

la Tabla 3: 

 

Signo (Español) Signo (Latín) Causa 

Calor Calor Aumento de la vascularización 

Enrojecimiento Rubor Aumento de la vascularización 

Edema Tumor Bloqueo del drenaje linfático 

Dolor Dolor Presión física o irritación química de las 

estructuras 

**Pérdida de la 

función 

Functio laesa Dolor y edema 

 

El proceso de inflamación (Tabla 4) consta de 3 fases principales: 

1. Inflamación: De los días 1 a 3, algunos autores refieren que puede llegar hasta el día 6 

donde se prepara la herida para la curación.  

Tabla 3: Signos cardinales de la inflamación.  
Fuente: Michelle H. Cameron. Agentes Físicos en Rehabilitación 2014. 
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2. Proliferación: De los días 3 al 20, reconstruye las estructuras y fortalece la herida.  

3. Maduración: Del día 9 en adelante, modifica el tejido cicatricial hacia su forma madura.  

La duración de estas fases normalmente varía de acuerdo con la lesión y al organismo del 

individuo y suelen ocurrir algunas simultáneamente. (12) 
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Tabla 4: Fases de la inflamación. 
Fuente: Michelle H. Cameron. Agentes Físicos en Rehabilitación 2014. 

 
 

Agresión patológica o física 

Fase de inflamación 

Fase de maduración 

Vasoconstricción 

Vasodilatación 

Formación del coágulo 

Fase de proliferación 

Fagocitosis 

Epitelización 

Contractura de la herida 

Producción de colágeno 

Neovascularización 

Lesión curada 

Orientación de las fibras de 
colágeno 

Equilibrio síntesis/lisis del colágeno 
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3.  Antecedentes 

 
3.1 Antecedentes históricos del ultrasonido 

 
Desde el siglo XIX estuvieron disponibles en Estados Unidos los métodos para generar y detectar 

ondas ultrasónicas, siendo la primera aplicación a gran escala durante la segunda guerra mundial 

con fines de navegación y cálculo de distancias a través de submarinos. (82) La aplicación del UT 

ha sido ampliamente utilizada por sus efectos térmicos, pero se han argumentado más 

recientemente los efectos "no térmicos" ya que esta forma de energía también es efectiva. (83) 

Desde entonces ha ido diversificándose para uso médico (imagenología, diagnóstico, entre otros), 

tomando en cuenta los efectos térmicos que puede provocar y los daños que puede conllevar su 

uso inadecuado, durante los últimos 50 años se ha extendido su uso clínico general y en los 

últimos 20 años se han observado y reportado los efectos no térmicos del ultrasonido. (82,83) 

La capacidad del UT en interacción con los tejidos para producir cambios biológicos se conoce 

desde tiempo atrás, (84) en la actualidad es uno de los métodos más utilizados clínicamente en 

fisioterapia, (85) sin embargo el potencial terapéutico del ultrasonido aún está lejos de ser del todo 

establecido, ya que regularmente se agregan nuevas aplicaciones a su repertorio, (28) así como el 

desarrollo de nuevos materiales compuestos para producir frecuencias de UT de manera más 

eficiente y precisa. (86) 

El efecto termal del UT, es decir la elevación de la temperatura de un tejido se da principalmente 

por la intensidad en la que se aplica, diversos enfoques demuestran la dependencia de la 

elevación de la temperatura en la intensidad aplicada, así mismo la conductividad térmica es 

propiedad del medio ya que varía según cada tejido y no se puede influir de manera significativa. 

(87) 

En experimentos realizados sobre tibias de cadáveres humanos, se ha descubierto que los efectos 

del ultrasonido a baja intensidad (LIPUS) por sus siglas en inglés, se pueden obtener con una 

frecuencia de 1MHz, ya que el hueso responde a estímulos mecánicos y así provocar efectos de 

micromovimiento. (29) 
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En cuanto a la fonoforesis, en 1945 se tiene registrado el primer documento con la utilización de 

UT en esta modalidad, (88) posteriormente en 1963 Griffin et al. publicaron estudios donde se 

evaluaba la profundidad de la administración de cortisona y sus efectos al modificar la dosificación 

del UT. (89,90) 

 

3.2 Antecedentes de los cultivos celulares 

 
Año Autor  Antecedente  

1866 Rechlinhausen Mantuvo vivas células sanguíneas de anfibio. 

1885 Wilhem Roux Mantuvo células de embrión de pollo en solución salina 

durante unos días. 

1907 Harrison Empleó técnicas in vitro para el estudio de fenómenos in 

vivo, realizando cultivos de médula espinal embrionaria 

de anfibios. 

1913 Burrows y Carrel Demostraron que la vida de los cultivos celulares se 

puede prolongar mediante subcultivos. 

1913 Carrel Demostró la posibilidad de mantener en cultivo células 

extraídas de un animal. 

1916 Rous y Jones Emplearon por primera vez extractos enriquecidos en 

tripsina para disociar células de embriones de pollo, 

estableciendo el primer cultivo celular. Uno de los 

mayores problemas que describen para el 

establecimiento de los cultivos celulares es la aparición 

de múltiples contaminaciones, por lo que desarrollaron 

numerosos métodos de manipulación en condiciones de 

asepsia que hoy día se siguen utilizando. 

1952 Gey y cols. Establecieron la primera línea celular humana, las células 
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HeLa, extraídas a partir de un tumor de cuello del útero 

de una paciente afroamericana que se llamaba Henrietta 

Lacks. 

1965 Bartell and Klein Utilización de bloques de agar con plasma coagulado 

(soporte y alimento) el inicio del cultivo de células in vitro. 

1975 Kohler y Milstein Establecen la primera línea celular productora de 

anticuerpos monoclonales. El establecimiento de la 

tecnología de obtención de anticuerpos monoclonales les 

valió el Premio Nobel.  

1976 Sato y cols. Publican una serie de trabajos que demuestran las 

distintas necesidades de hormonas y factores de 

crecimiento que precisan diferentes líneas celulares. 

1986 Martín y Evans Aíslan y cultivan células madre embrionarias 

pluripotenciales de ratón. 

1998 Thomson y Gearhart Aíslan células madre embrionarias humanas.  

2007 Takahashi y cols. Reprograman células adultas de humano para 

convertirlas en células pluripotenciales inducidas. 

 

 

Muchos de los estudios in vitro surgieron para sustituir o evitar la experimentación en animales y 

las cuestiones éticas que esto conlleva, se consideran buenos todos los métodos in vitro que 

cumplan con los postulados del principio de las tres “R”: 

1. Reemplazar los animales de experimentación por otros métodos que impliquen su uso. 

2. Reducir su número cuando sea necesario utilizarlos. 

3. Refinar las técnicas para aminorar su sufrimiento. (91,92) 

 

Fuente: Davis JM, Basic Cell Culture 2002. Sons F, Culture of animal Cells: A manual of basic technique 
2000. Arias J. Técnicas Básicas en Cultivos Celulares 2012. 
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3.3 Antecedentes de células troncales para la regeneración de tejidos 

 
La utilización del UT sobre tejidos y células se ha estudiado en los últimos años gracias a los 

efectos mecánicos que provoca en ellos, se ha estudiado su uso sobre hDPSC con diferentes 

dosificaciones para intentar obtener los que provocan mayores beneficios y potenciar la 

diferenciación celular hacia otros tejidos. (93) De igual manera el LIPUS ha sido comparado en 

distintos tipos de células madre (pulpa, ligamento periodontal y médula ósea) para observar sus 

efectos in vitro y demostrar sus beneficios en la proliferación y diferenciación celular. (94) Por otro 

lado, se ha utilizado el UT en conjunto con cardiomiocitos derivados de células madre humanas y 

en los últimos años se han realizado diversas investigación con resultados prometedores vertidos 

en pocos reportes obtenido resultados inconclusos. (95) 

 

3.4 Antecedentes de células troncales de la pulpa dental humana 

(hDPSC) 

 
En los últimos años se han estudiado las hDPSC de una manera más específica logrando los 

siguientes hallazgos: 

 

Año Autor Antecedente 

2008 Huang et al. Promovió la proliferación y diferenciación de células neurales en 

el hipocampo de ratones. 

2008 Ikeda et al. Lograron prevenir la progresión de la fibrosis hepática y contribuir 

a la restauración de la función hepática en ratas. 

2008 Gandia et al. Redujeron el área de infarto de miocardio, mejoraron la función 

ventricular e indujeron la revascularización mediante inyección 

intra-cardíaca. 

2008 Iohara et al.  Incorporaron y estimularon la angiogénesis y la vasculogénesis en 
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 modelos de isquemia de la extremidad posterior en ratones. 

2008 Kerkis et al.  Lograron migrar, ingresar y muestrear un potencial miogénico 

cuando se inyectaba en perros (golden retriever) con distrofia 

muscular. 

2009 Siqueira da Fonseca 

et al. 

Contribución al desarrollo de embriones de ratones. 

2010 Gomes et al. Lograron reconstruir el epitelio corneal en un modelo de 

deficiencia total de células madre del limbo. 

2010 Yamada et al. Formación de hueso cuando se combina con plasma rico en 

plaquetas o hidroxiapatita.  

2006/2010 Huang et al./Yamada 

et al. 

Estudiaron la reparación de  defectos calvariales de tamaño crítico 

en ratones inmunocomprometidos.  

2011 Yildirim et al. Lograron generar estructuras dentales. 

 

 

  

Funte: Yildirim S. Dental Pulp Stem Cells (DPSC) 2013. 
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4. Planteamiento del Problema 

 
Las lesiones músculo-esqueléticas conllevan a una alteración en la función del individuo en el área 

lesionada, la fisioterapia ayuda a mejorar la funcionalidad, a pesar de que no se cuenta con un 

método quirúrgico o rehabilitatorio estandarizado para la pérdida de tejido y volumen muscular, 

(96) es necesario la intervención y el tratamiento desde diferentes enfoques con el fin de aminorar 

el déficit funcional progresivo relacionado con las lesiones musculares. (97) 

Mendonca et al. (98) dice que el UT promueve efectos benéficos en los tejidos como angiogénesis, 

aumento en el número de fibroblastos, síntesis de colágeno, disminución de leucocitos y 

macrófagos, aumentando así la velocidad de cicatrización de heridas, disminuyendo las células 

inflamatorias y mejorando la calidad del tejido que se está formando, sin embargo, todavía son 

escasas las evidencias científicas y contradictorias para determinar de forma fiable la dosificación y 

la metodología necesarias para lograr estos objetivos. (30,99) 

Existen muchas variables a considerar durante la aplicación de UT, por ejemplo, el grosor de la 

capa de tejido, el volumen de flujo sanguíneo, la distancia entre tejidos blandos y óseos que son 

reflectantes y la variabilidad de equipos utilizados para la aplicación de UT, eso varía la predicción 

de los parámetros a utilizar. (100) 

Por lo antes mencionado, en vista de la diversidad de resultados obtenidos en las investigaciones 

actuales y la inexactitud de parámetros a utilizar en el UT, es posible realizar la siguiente pregunta 

de investigación: 

¿Cuáles son los efectos proliferativos, desinflamatorios y en la diferenciación miogénica que 

provoca el ultrasonido terapéutico en un cultivo de células troncales de pulpa dental humana 

(hDPSC) y un co-cultivo con células de músculo de ratón (C2C12)? 
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5. Justificación 

 
Los cultivos celulares tienen ventajas como el control del entorno y simulación de condiciones 

ambientales específicas y a su vez resultados más predecibles, otra ventaja de este tipo de 

estudios implica el aspecto ético dado que evita la experimentación en animales que involucra 

aspectos legales, morales y éticos. (35–37) 

Estudios in vitro, aunque no son apropiados para identificar efectos biológicos generales, son de 

gran interés para estudiar mecanismos de acción específicos, por lo tanto, un desafío de la 

ingeniería del futuro es el diseño de experimentos donde se puedan controlar los diferentes 

fenómenos mecánicos inducidos por el UT, sin embargo, los mecanismos por los cuales el 

ultrasonido puede interactuar con las células o sus microambientes todavía están desarrollándose 

y abiertos a debate. (101) 

Los actuales efectos no térmicos que han sido incorporados a las aplicaciones terapéuticas como 

son la corriente acústica, la micro-corriente y la cavitación celular, han tenido un gran auge en la 

ultrasonoterapia moderna, debido a los cambios que producen en la permeabilidad de la célula y 

su actividad metabólica. (102) El LIPUS se relaciona con aumento del calcio intracelular, mismo 

que puede alterar la actividad enzimática celular y así estimular la síntesis y secreción de proteínas 

siendo los iones de calcio que actúan como segundos mensajeros sobre las células, (103) existe 

evidencia que indica que los mecanismos "no térmicos" juegan un papel principal en producir un 

efecto terapéuticamente significativo (83) al provocar la respuesta celular de los macrófagos y la 

permeabilidad de la membrana, se puede explicar porque el UT es utilizado clínicamente en la fase 

inflamatoria de la cicatrización. (104) 

Un estudio realizado logró obtener 300 % más en la proliferación celular de un linaje osteoblastoide 

MC3T3-E1 (105) utilizando UT pulsado además de obtener otros beneficios sobre el cultivo celular 

como aumento del calcio intracelular, disminución del calcio y magnesio en el sobrenadante, 

activación del complejo NF κB1 y mTOR a través de p38α y una disminución en la síntesis de TGF-

β1, que es un inhibidor del crecimiento celular. 
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Por otro lado artículos de revisión han demostrado algunas carencias en la dosimetría a utilizar en 

la aplicación de UT a utilizar, lo que hace necesitar más estudios para la comprobación de estos 

parámetros en su aplicación clínica. (27,33,81,82) 

El desarrollo de esta investigación proporcionará aporte científico y datos de agentes físicos en 

fisioterapia basado en evidencia para la utilización en la práctica clínica. 

La investigación planteada contribuye a generar mayor conocimiento acerca de los parámetros que 

se deben utilizar para beneficiar o perjudicar la viabilidad celular in vitro, comparar los resultados 

obtenidos con los trabajos de otros autores y posteriormente integrar el conocimiento obtenido al 

ámbito clínico, y así brindar una mejor atención a los pacientes contribuyendo en la generación de 

nuevo conocimiento realizado en la Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES) Unidad 

León, siendo de igual manera, un precedente de investigación en ciencia básica, con el fin de 

observar los efectos que provoca el uso del UT en la desinflamación y proliferación celular en 

hDPSC así como su potencial uso para la diferenciación a linaje celular miogénico.  
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6. Hipótesis 

 
6.1 Hipótesis de investigación 

El efecto del ultrasonido terapéutico muestra resultados benéficos en la proliferación, 

desinflamación y su potencial diferenciación miogénica de células troncales de pulpa dental 

humana. 

 

6.2 Hipótesis nula 

El efecto del ultrasonido terapéutico no muestra resultados benéficos en la proliferación, 

desinflamación y sin mostrar diferenciación miogénica de células troncales de pulpa dental 

humana. 
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7. Objetivo 

 

Demostrar el efecto del ultrasonido terapéutico (UT) in vitro en la proliferación, desinflamación y 

potencial diferenciación miogénica con cultivo de células troncales de pulpa dental humana 

(hDPSC) y co-cultivo con células de músculo esquelético de ratón (C2C12). 

 

7.1 Objetivos específicos 

 
● Obtener, aislar, establecer, proliferar y caracterizar hDPSC con base a los criterios de la 

Sociedad Internacional de Terapia Celular. 

● Cuantificar la proliferación celular de hDPSC expuestas a UT con diferentes parámetros 

mediante el ensayo de MTT. 

● Identificar la dosificación de UT para la mayor proliferación de hDPSC. 

● Determinar la cuantificación de PGE2 en hDPSC expuestas a la dosificación de UT que 

mostró mayor proliferación celular mediante un ensayo de ELISA. 

● Comparar la diferenciación miogénica de un co-cultivo de hDPSC-C2Cl2 con y sin 

tratamiento de UT mediante la caracterización microscópica e inmunocitoquímica. 
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8.  Marco Metodológico 

 
Tipo de estudio  

 Experimental puro. 

Diseño de estudio 

 Prospectivo, descriptivo. 

Universo 

 Células eucariotas humanas y de ratón. 

Muestra 

 Células troncales de pulpa dental humana (hDPSC) y células de músculo esquelético 

(C2C12) de ratón por cuotas 1x106 células/mL. 

Tamaño de muestra 

Se trata de un muestreo no probabilístico por cuotas; n=9 por grupos para obtener 

reproducibilidad en el método 

 

 Criterios de selección 

 Inclusión:  

● Terceros molares libres de caries, alguna patología periapical o infección. 

● Terceros molares de pacientes entre 18 y 30 años sin toxicomanías. 

● Células con características de hDPSC. 

● Línea celular de linaje C2C12. 

● Células viables para aplicar un tratamiento con UT. 

● Células libres de contaminación a la observación en el microscopio.  

● Cultivos con adecuada densidad celular. 

 

Exclusión: 

● Células que presenten contaminación. 
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● Células no viables para aplicar UT. 

● Muestras que no cumplan con los criterios de inclusión.  

 

 Eliminación: 

● Muestras sin la adecuada cantidad de células (1x106 células/mL). 

● Muestras contaminadas o con errores en la inoculación. 
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9. Variables  

9.1 Variables dependientes 

 
Variable  Definición 

Conceptual 

Definición Operacional Tipo de 

Variable 

Escala y 

unidad de 

medición 

Proliferación 

celular 

Proceso mediante el 

cual las células se 

dividen en dos 

mediante la mitosis 

celular. (106) 

 

Número de hDPSC 

viables posterior a la 

aplicación de UT e 

incubación de 48 horas 

obtenida por el ensayo 

MTT y analizadas a 570 

nm. 

Cuantitativa 

Continua 

Razones de 0 a 

n absorbancia 

(células viables). 

Desinflamación Reacción de defensa 

que se manifiesta 

ante cualquier tipo de 

lesión en los tejidos. 

(80)  

Expresión de PGE2 de 

hDPSC en el 

sobrenadante del medio 

de cultivo posterior a ser 

tratadas con UT con el 

objetivo de identificar la 

inflamación.  

Cualitativa Razones de 0 a 

n absorbancia 

(Expresión de 

PGE2). 

Diferenciación 

celular 

Cambios en las 

propiedades físicas y 

funcionales de las 

células a medida que 

van proliferando. 

(106) 

Las hDPSC fueron 

inducidas a 

diferenciación celular 

miogénica en co-cultivo 

con C2C12 con y sin UT. 

Cualitativa Características 

morfológicas 

positivas a linaje 

miogénico e 

inmuno-

citoquímica. 

 



Efectos	del	ultrasonido	terapéutico	en	cultivo	con	hDPSC	
Sordo-Carrillo.	

 

 
 

46 

9.2  Variables independientes 

 

Variable  Definición  Definición 

Operacional 

Tipo Escala y unidad 

de medición 

Intensidad de 

UT 

Magnitud de 

energía acústica 

por unidad de 

tiempo expresada 

en Watts. (12) 

Se aplicó UT en 

cultivos celulares 

correspondientes con 

intensidades de 0.5 y 1 

W/cm2  

Cualitativa Nominal   

à0.5 MHz 

à1 MHz 

Tiempo de 

aplicación 

Cantidad específica 

de segundos, 

minutos u horas en 

que se alpica el UT. 

(107) 

El UT se aplicó por 

periodos de 5 y 10 

minutos a los grupos 

correspondientes. 

Cualitativa Nominal  

à5 minutos  

à10 minutos  

Ciclo de 

tra

ba

jo 

Cantidad fraccional 

de tiempo que se 

activa el pulso de 

trabajo. (21) 

Continuo: 

Liberación continua 

de ultrasonido a lo 

largo del periodo de 

tratamiento. (12) 

Pulsado: Liberación 

intermitente de 

ultrasonido (pulsos 

de encendido y 

Se utilizó UT con un 

ciclo de trabajo 

pulsado al 20 % y 

continuo al 100 % a los 

cultivos celulares 

correspondientes. 

Cualitativa  Nominal 

1. Continuo 

 (100 %) 

2. Pulsado 

 (20 %) 
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apagado a lo largo 

del periodo de 

tratamiento. (12) 
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10 Materiales y Métodos 

 
10.1 Implicaciones éticas 

 
La obtención de las muestras se llevó a cabo en la clínica de cirugía oral de la ENES Unidad León 

con la previa autorización del paciente y firma del consentimiento informado para su extracción. Se 

explicó de manera clara, breve y concisa los propósitos de la investigación. 

Con lo que respecta a los aspectos éticos de la investigación en seres humanos y de acuerdo a los 

principios de la declaración d Kelsinki de la Asociación Médica Mundial y divertidos en el 

reglamento de la ley general de salud en materia de investigación, se contará con el 

consentimiento informado de los pacientes para la donción de sus órganos dentarios. 

De acuerdo a la ley general de salud y al artículo 15, prevalecerá el criterio de respeto a su 

dignidad y la protección de sus derechos , así como el bienestar de los pacientes que aceptaron 

donar sus órganos dentarios. El artículo 16 se refiere a la investigación en seres humanos, se 

protegerá la privacidad del individuo sujeto a investigación, identificandolo sólo cuando los 

resultados lo requieran y éste lo autorice. 

 

Considerando que esta investigación se encuentra en el esquema de Títuo segundo, capítulo 1, 

artículo 17, inciso II: Investigación con riesgo mínimo: Estudios prospectivos que emplean el riesgo 

de datos a través de procedimientos comúnes en exámenes, dientes deciduos y dientes 

permanentes extraídos por indicación terapéutica, prótesis dental y cuyos datos serán vertidos en 

los formatos específicos. Por tratarse de una investigación con riesgo mínimo y de acuerdo al 

artículo 23 del Capítulo II, donde menciona que en el caso de investigaciones con riesgo mínimo, la 

comisión ética, por razones justificadas, podrá autorizar que el consentimiento informado se 

obtenga sin formularse por escrito y tratandose de investigaciones sin riesgo, podrá dispensar al 

investigador la obtención del consentimiento informado. 
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10.2 Materiales 

 
Para la realización de este proyecto y mantener la viabilidad de los cultivos celulares fue necesario 

mantener un estricto control de los materiales utilizados, equipos e insumos a utilizar entre los 

cuales se contemplaron: Campana de flujo laminar horizontal (Biobase,China) (Fig. 6A), 

Microscopio (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania) (Fig. 6B), Centrifugadora (Beckman®, J2-

MC, Indianapólis, EUA), Incubadora (Binder®, Tuttlingen, Alemania) (Fig. 6C), Espectrofotómetro 

(Thermo Sientific®, Finlandia) (Fig. 6D), Ultrasonido Terapéutico (Intelect Anvanced Combo 

Chattanooga, California, EUA) (Fig. 6E) y Microscópio estereoscópico de fluorescencia (Leica 

microsystems, Wetzlar, Alemania) (Fig. 6F). 
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A) B) 

C) D) 

E) 
F) 

Fig. 6: Equipos utilizados en la realización del proyecto: A) Campana de 
flujo laminar horizontal, B) Microscopio, C) Incubadora, D) 

Espectrofotómetro, E) Ultrasonido Terapéutico, F) Microscópio 
estereoscópico de fluorescencia. Fuente directa. 
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10.3 Instrumental  

 
Micropipetas (Thermo Scientific®, Rochester, NY, EUA), frascos de cultivo Falcon® (Becton, 

Dickinson Labware, NJ, EUA), cajas Petri (Thermo Scientific Rochester, NY, EUA). 

10.4 Insumos 

 
Buffer de fosfato (PBS) pH 7.4, suero fetal bovino (SFB) (Gibco® by Life Technologies corporation, 

Gran Island, NY, EUA) al 10 % y 20 %, Tripsina al 0,05 % (Gibco® by Life Technologies 

corporation, Gran Island, NY, EUA), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco® by Life 

Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA), Penicilina/estreptomicina 10,000 UI/mL y 10,000 

µg/mL (Penstrep) (Gibco® by Life Technologies corporation, Gran Island, NY, EUA), 

dimetilsulfóxido (DMSO) (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), interlucina (IL-1β, 3B, 3 ng/mL), gel 

conductor de transmisión de Ultrasonido (Chattanooga, California, EUA.), Alician blue 8GX (Sigma-

Aldrich, Darmstadt, Germany). 

 

10.5 Obtención, aislamiento, establecimiento, proliferación y 

caracterización de hDPSC 

 
Se obtuvieron terceros molares mediante odontectomía de pacientes de entre 18 a 30 años de la 

clínica de cirugía oral de la ENES Unidad León que fueron almacenados y transportados en PBS 

con pH de 7.4 adicionada con el 1 % de antibiótico Penstrep y 1 % de glutamina. Se lavó el diente 

tres veces con PBS removiendo los restos de tejido hematopoyético, se hizo una sección a nivel de 

la línea cervical sin alcanzar la cámara pulpar seguido de la separación de la corona y la raíz para 

obtener el tejido pulpar, fue extraido cuidadosamente para colocar el tejido sobre un porta objetos 

de vidrio y realizar explantes de 1x1 mm aproximadamente, se realizó el aislamiento de hDPSC y 

se inoculó en medio α-MEM suplementado en platos de cultivo de 10cm, posteriormente su cultivo 

y proliferación durante 7 días, manteniéndolas a 37 ºC, 5 % CO2 y 95 % de humedad en la 
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incubadora celular cambiando el medio de cultivo dos veces por semana, se valoró el crecimiento 

celular que fue utilizado como cultivo primario. Los subcultivos se realizaron cuando se observó 

una confluencia del 90 %. Las células fueron desprendidas con Tripsina, se observó bajo el 

microscópio el desperdimiento y se agregaron 3 mL de medio de cultivo fresco para inactivar la 

tripsina seguido de un conteo celular con hematocitómetro, finalmente se inoculó 1 mL en razones 

de 1x105-2x105 células/mL en función de los platosde cultivo a subcultivar, se añadieron de 6 a 10 

mL de medio de cultivo y se colocaron en la incubadora bajo las mismas condiciones. 

Para la diferenciación a linajes celulares se realizaron subcultivos de hDPSC en DMEM + 10 % 

SFB + Penstrep + l-glutamina a una densidad de 3x105 células/mL en platos de cultivo e incubadas 

a 37 ºC con 5 % CO2 y 95 % de humedad hasta observar una confluencia celular del 80 % - 100 %, 

se retiró el medio de cultivo y se lavó dos veces con PBS. Se realizaron los siguientes 

procedimientos para la diferenciación a cada uno de los linajes: 

 

1. Linaje osteogénico:  

Se agregó medio de diferenciación osteogénico (α-MEM [SFB 10 %, Penstrep (1 %), 

dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50 mg/mL)]. El medio de 

cultivo fue reemplazado cada segundo día durante 4 semanas, la diferenciación fue interrumpida 

con una tinción de rojo Alizarina (40 mM) NaH2PO4 (0.1 M) y un pH de 4.3 seguido de lavado con 

PBS dos veces. Se fijaron las células con etanol al 70 % v/v por 30 minutos a temperatura 

ambiente y se agregaron 0.25 mL de rojo de Alizarina por 10 minutos a temperatura ambiente, 

finamente los lavados se hicieron dos veces con PBS y cinco veces con agua bidestilada para la 

observación de las estructuras mineralizadas bajo el microscopio. 

 

2. Linaje adipogénico: 

Se agregó medio de diferenciación adipogénica (α-MEM [SFB 10 %, Penstrep (1 %), 

dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50 mg/mL)] adicionado 

con insulina y L-glutamina reemplazando el medio cada segundo día durante 4 semanas, se lavó 

dos veces con PBS seguido de la colocación de medio de cultivo con una solución saturada de rojo 
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aceitoso (0.3 g) en isopropanol 60 % v/v (100 mL) por 1 hora a temperatura ambiente, nuevamente 

se realizó el lavado con PBS dos veces para finalmente observar bajo el microscopio la presencia 

de depósitos de lípidos de color rojo/naranja.  

 

3. Linaje condrogénico: 

Se subcultivaron las células en platos de cultivo de 6 pocillos en forma de microgota con medio de 

diferenciación (α-MEM [SFB 10 %, Penstrep (1 %), dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 

mM), ascorbato-2 fosfato (50 mg/mL), proteína morfogenética ósea (BMP-1 o 4)] reemplazando el 

medio cada segundo día durante 2 semanas, posteriormente se lavaron dos veces con PBS y 

fijadas con etanol al 70 % v/v por 10 minutos, se lavaron nuevamente con PBS y se agregó 0.15 

mL de safranina O (0.1 %) por 5 minutos a temperatura ambiente. Los lavados se hicieron cinco 

veces con 0.15 mL de etanol al 100 % y cinco veces con agua bidestilada. Se realizó la 

observación bajo el microscopio y la identificación de glucosaminoglicanos de apariencia azul en el 

microsoma cultivado. 

 

La Figura 7 resume metodología comúnmente utilizada para la obtención hDPSC con los 

marcadores de la ISCT y las pruebas a las que fueron sometidas para su caracterización. 
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10.6 Ensayo de viabilidad celular y tratamiento con UT 

 
Las hDPSC fueron subcultivadas en la cuarta división celular a 1x106 células/mL durante 48 horas 

hasta lograr una adecuada confluencia celular en medio de cultivo DMEM suplementado con 10 % 

de SFB, 1 % de antibiótico y 1 % de glutamina e incubado a 37 ºC, 5 % de CO2 y 95 % de 

humedad. El formato del plato de cultivo celular fue en platos de cultivo de 6 pocillos. Se aplicó UT 

en 9 diferentes grupos de hDPSC (Tabla 5). La frecuencia del UT fue establecida a 1 MHz en todos 

los grupos a los que se les aplicó tratamiento, el ciclo de trabajo, intensidad y duración se explican 

en la siguiente tabla: 

Fig. 7: Metodología que comúnmente se realiza para la obtención, aislamiento, establecimiento, 
proliferación y caracterización de hDPSC. Fuente: Bakkar et. al. Adult Stem Cells: Methods and Protocols, 

Methods in Molecular Biology 2017. 
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Grupo Ciclo de trabajo (%) Intensidad (W/cm2) Duración de tratamiento (min) 

Grupo 1: 100 0.5 5 

Grupo 2: 100 0.5 10 

Grupo 3: 100 1.0 5 

Grupo 4: 100 1.0 10 

Grupo 5: 20 0.5 5 

Grupo 6: 20 0.5 10 

Grupo 7: 20 1.0 5 

Grupo 8: 20 1.0 10 

Grupo 9: Sin tratamiento 

 

 

 

El ultrasonido se aplicó con técnica directa, estacionaria, clocando el cabezal aproximadamente a 2 

mm por debajo del fondo del plato de cultivo utilizando gel conductor de transmisión de ultrasonido 

entre el cabezal y el plato de cultivo para la transmisión de la onda durante el tiempo establecido. 

El diámetro del transductor de ultrasonido fue de 35 mm, la misma medida que el pocillo donde se 

aplicó UT una sola vez por pocillo (Fig. 8). 

Tabla 5: parámetros de UT utilizados en cada grupo al que se le aplicó tratamiento. 
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La atenuación de la onda no se tomó en cuenta, ya que los efectos fueron los mismos en todos los 

platos de cultivo y en todos los parámetros utilizados, suponemos que las reflexiones del campo 

del ultrasonido fueron idénticas dentro y fuera del medio, ya que todos los platos de cultivo fueron 

preparados de la misma manera con respecto a la cantidad del medio de cultivo. 

La aplicación del UT se realizó siempre manteniendo un ambiente lo más estéril posible para evitar 

la contaminación de las muestras, para esto fue necesario realizar la aplicación en una campana 

de flujo laminar horizontal, utilizando material estéril. Posteriormente, se dejaron incubar durante 24 

horas más a 37 ºC, 5 % de CO2 y 95 % de humedad. La viabilidad celular fue determinada con el 

ensayo de MTT (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) (0.2 mg/mL) disuelto en medio de cultivo 

suplementado y fueron incubadas durante 4 horas a 37 ºC, 5 % de CO2 y 95 % de humedad. El 

formazán fue disuelto con DMSO y analizado en un espectrofotómetro de microplaca a 570 nm con 

el programa XFluor basado en Microsoft Excel®.  

 

 

Fig. 8: Aplicación de UT a los cultivos celulares. 
Fuente directa. 
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10.7 Efecto desinflamatorio de UT en cultivo de hDPSC 

 
Las hDPSC fueron subcultivadas como se mencionó anteriormente. Una vez obtenida la 

proliferación celular, las hDPSC fueron inducidas a un estado proinflamatorio con IL-1β, 3ng/mL, 

durante 3 horas. La dosificación aplicada con el UT fue la correspondientes al grupo 8 (20 % de 

ciclo de trabajo, 1.0 W/cm2 de intensidad, 10 minutos de tratamiento). La expresión de la PGE2 fue 

determinada siguiendo las instrucciones del fabricante del protocolo señalado mediante un ensayo 

de ELISA (R & D systems, Minnesota, EUA). 

La Tabla 6 muestra los grupos de estudio para este ensayo: (Fig. 9) 

 

Grupo Características 

UT (+) Con IL-1β con UT 

UT ( - ) Sin IL-1β con UT 

(-) Sin IL-1β sinUT 

(+) Con IL-1β sin UT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Tabla 6: Grupos utilizados para evaluar el efecto desinflamatorio 
del UT 

Fig. 9: Grupos de aplicación de UT en hDPSC para expresión de PGE2.  

Fuente directa. 
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10.8 Diferenciación miogénica (co-cultivo) 

 
Se realizó un co-cultivo 1x106 células/mL de hDPSC (División celular 5) con una línea celular 

C2C12 (ATCC® CRL-1772) células de músculo esquelético de ratón, colocadas en un plato de 

cultivo de 6 pocillos manteniéndolas a 37 ºC, 5 % CO2 y 95 % de humedad en la incubadora celular 

hasta lograr una confluencia del 80 %. Una vez lograda la confluencia celular el medio de cultivo 

fue cambiado por medio de diferenciación (DMEM con alta concentración de glucosa, 2 % de SFB, 

1 % de glutamina, 1 % de penstrep y 1 % L-ácido ascórbico) adicionado. El tratamiento de UT 

correspondiente al grupo 8 fue utilizado a las 0 hrs, 72 hrs,144 hrs y 192 hrs hasta contemplar 8 

días de diferenciación. El medio de cultivo fue cambiado cada tercer día. La caracterización de las 

células fue observada bajo el microscopio de contraste de fase y en estereomicroscopía con 

fluoresencia. Las células fueron teñidas previamente con Alician blue 8GX y caracterizada la 

morfología celular. La caracterización inmunocitoquímica se realizó con la aplicación de 

anticuerpos para la presencia de actina en células del co-cultivo a los 9 días de tratamiento y 

utilizando una técnica de inmunoexpresión para células musculares. El índice de fusión se calculó 

como la relación entre el número de núcleos dentro de los miotubos MyHC + y el número de 

viabilidad por ensayo de MTT (porcentaje). 

 

10.9 Análisis estadístico 

 
El promedio, desviación estándar y porcentaje fueron determinados a partir de los datos obtenidos. 

Los datos fueron analizados con pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y pruebas de ANOVA 

Post Hoc de Tukey para el ensayo de viabilidad celular (n=27) y para el ensayo del efecto 

desinflamatorio (n=9). Los datos obtenidos durante el ensayo de diferenciación miogénica fueron 

analizados mediante la prueba T-student. La significancia estadística fue fijada con un valor p<0.05 

y un coeficiente de confiabilidad del 95 %. 

El diagrama de la metodología utilizada en este estudio se resume en el siguiente cuadro: 
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hDPSC 

UT	[1MHz	(Modo,	W/cm2,	
min)] 

G1 
Cont,	
0.5,	5 

G2 
Cont,	
0.5,	10 

G3 
Cont,	
1.0,	5 

G4 
Cont,	
1.0,	10 

G5 
Pul,	0.5,	

5 

G6 
Pul,	0.5,	
10 

G7 
Pul,	1.0,	

5 

G8 
Pul,	1.0,	
10 

G9 
GC 

Viabilidad	celular 

MTT	570	nm ANOVA	post	hoc	de	
Tukey 

Desinflamación.	Pro-inflamación	IL-1beta	 

UT	[1MHz]	Pulsado,	1.0	W/cm2,	10min 

ELISA	(PGE2) 

Diferenciación	miogénica	 

ANOVA post hoc de 
Tukey 

hDPSC	+	C2C12	 

-Medio	de	diferenciación 
-UT	[1MHz]	Pulsado,	1.0	W/cm2,	10min 

Características	morfológicas	y	
fluorescencia	con	microscopio	

estereoscópico 

Inmunocitoquímica	 
(Actina) 

Viabilidad	celular 

MTT	570nm 
T-student 

Dif.	a	
linaje 

Fibroblastoide	 

Osteogénico 

Adipogénico 

Morfología	
fibroblastoide 

Adhesión	al	plato	
Petri 
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11 Resultados 

 
11.1 Obtención, aislamiento, establecimiento, proliferación y 

caracterización de hDPSC 

 
Después de 21 días de incubación y proliferación a partir del explantes (Fig. 10), las hDPSC 

mostraron: 1) Adherencia al plato de cultivo (Fig. 10A); 2) Morfología fibroblastoide (Fig. 10B); 3) 

Diferenciación a linaje osteogénico (Fig. 10C); 4) Diferenciación a linaje adipogénico (Fig. 10D), 4) 

Difernciación a linaje condrogénico (Fig. 10E). 

 

La caracterización de las hDPSC puede ser observada en la Tabla 7: 

Adhesión al plato de cultivo +++++ 

Morfología fibroblastoide +++++ 

Linaje Adipogénico ++++ 

Linaje Osteogénico +++++ 

Linaje Condrogénico +++ 

 

 

 

Tabla 7: Caracterización de hDPSC. 
 

 

A B C D E 

Fig. 10: A) Proliferación y adherencia al plato de cultivo, B) Morfología fibroblastoide, C) Diferenciación 
osteogénica, D) Diferenciación adipogénica, E) Diferenciación condrogénica. 

Fuente directa. 
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11.2 Ensayo de viabilidad celular y tratamiento con UT 

 
La Tabla 8 muestra el porcentaje y desviación estándar de la viabilidad celular de las hDPSC 

expuestas a diferentes parámetros de UT. 

 

Grupo Promedio de viabilidad (%) 

Control 100±14 

1 88±26 

2 97±29 

3 23±8 

4 121±25 

5 139±33 

6 118±32 

7 127±20 

8 141±21** 

Tabla 8: Proliferación celular** p<0.01, ANOVA Post Hoc de Tukey Test.  

 

 

A continuación se muestran las imágenes representativas de las hDPSC inmediatamente después 

de aplicar el UT, a las 72 horas y el ensayo MTT en los grupos tratados. (Fig. 11) 
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3 

1 

4 

2 

5 

6 

7 

8 

 Control 

Grupo 0 hrs. 72 hrs. MTT 

Fig. 11: Grupos de estudio de hDPSC post UT y MTT respectivamente. Fuente directa. 
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 11.3 Efecto desinflamatorio de UT en cultivo de hDPSC 

 
La siguiente gráfica muestra la expresión de PGE2 posterior al tratamiento de UT, las hDPSC 

fueron inducidas a un estado proinflamatorio con IL-1β y tratadas con UT (Gráfica 1). Se puede 

observar que el grupo inducido a estado proinflamatorio y tratado con UT (TU +) tiene una 

expresión de PGE2 menor a los grupos control explicados en la metodología. Lo que evidencía la 

acción desinflamtoria del UT. 

 

 

 

 

11.4 Diferenciación miogénica 

 
El análisis de viabilidad celular no mostró diferencias significativas entre los grupos tratados con UT 

y los no tratados al realizar el ensayo de MTT (Gráfica 2) muestra la diferencia entre la proliferación 

celular acelerada de C2C12 independientemente de el tratamiento de UT comparadas con hDPSC.  

 

 

** 

Gráfica 1: Expresión de PGE2 en hDPSC, (+/-) IL-1β. **p<0.01, ANOVA Post Hoc de Tukey Test. 
Fuente directa. 
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Las hDPSC co-cultivadas con células C2C12 durante 8 días (192 hrs) y tratadas con UT, revelaron 

mejor morfología de células multinucleadas positivas para la actina de cadena pesada y una mejor 

calidad de los miotubos en comparación del co-cultivo sin UT en los días 3 y 6 de inducción 

miogénica en la esteromicroscopía (Fig. 12).  
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Gráfica 2: Viabilidad celular a en grupos utilizados para la diferenciación 
miogénica. T-student p> 0.05. Fuente directa. 
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Fig. 12: Proliferación y diferenciación miogénica de co-cultivos celulares a los 0, 3, 6 y 8 días de 
tratamiento. Fuente directa. 
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Al día 9 los análisis de inmunocitoquímica mostraron mayor cantidad de marcadores positivos a 

miotubos multinucleados de actina de cadena pesada que contenían núcleos en el co-cutivo 

tratado con UT en comparación con el no tratado, en la parte superior los co-cultivos control y en la 

parte inferir los co-cultivos tratados con UT a 10x y 40x respectivamente, observandose en color 

café las células positivas (Fig. 13) mostrando de igual manera mayor homogeneidad celular en el 

co-cultivo tratado con UT. En cuanto a los cultivos con hDPSC no mostron marcadores positivos 

así como los cultivos C2C12 mostraron ambos marcadores positivos como se tenia previsto.  

 

  

A) 

D) C) 

B) 

Fig. 13: A) co-cultivo control 10x, B) co-cultivo control 40x, C) co-cultivo con UT 10x, 
D) co-cultivo con UT 40x. Fuente directa. 
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12  Discusión 

 
12.1 Obtención, aislamiento, establecimiento, proliferación y 

caracterización de hDPSC 

 
En este estudio, se aislaron varias poblaciones de hDPSC como se ha reportado anteriormente. 

(108) Las hDPSC mantuvieron una morfología típica a paso de 15 divisiones celulares. Las 

características fibroblastoides de células pequeñas con núcleos grandes en relación con el 

volumen del citoplasma, adherencia al plato de cultivo, diferenciación a linajes y marcadores 

positivos y negativos según la ISCT. (109) Los resultados de la caracterización de las hDPSC 

coinciden con los reportados previamente y da lugar a que nuevas investigaciones sean realizadas 

con una población estable de hDPSC así como la aplicación de tratamientos no invasivos sobre los 

cultivos celulares. Sin embargo, una preocupación principal para la aplicación clínica potencial 

basada en la terapia con células madre es la estabilidad genética. (110, 111) 

 

12.2 Ensayo de viabilidad y tratamiento con UT 

 
Stewart J. en 2006 (30) utilizó el efecto del LIPUS para la reparación de fracturas en un modelo 

animal obteniendo efectos no significativos 25 días posteriores a la fractura, Kang KS. et al en 

2011 (112) no encontraron diferencias significativas en la proliferación celular pre-osteoblástica en 

un estudio donde se aplicó tratamiento de UT, tensión cíclica y terapia combinada a los diferentes 

grupos, concluyen que la estimulación mecánica no afecta la proliferación celular en pre-

osteoblastos, Artilheiro P. en 2010 (98) utilizando UT en intensidades de 0.2 W/cm2 y 0.5 W/cm2, 

frecuencias de 1 MHz y 3 MHz durante 2 y 5 minutos sobre células C2C12 en modo continuo, 

concluyó que estos parámetros no son capaces de alterar la proliferación celular. Los resultados 

obtenidos en este estudio acerca del uso de UT a las hDPSC muestra resultados similares donde 

algunos parámetros utilizados no afectan significativamente la proliferación celular principalmente 

donde se utiliza la onda continua. Por otro lado Murillo F. en 2016 (113) aplicó LIPUS en 
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osteoclastos dentales donde obtuvo resultados benéficos en cuanto a la actividad de resorción en 

ausencia de osteoblastos, Tassinary MD. en 2015 (105) demostró que el UT utilizado en un linaje 

celular MC3T3-E1 de células pre-osteoblásticas con un ciclo de trabajo al 20 % podía favorecer la 

proliferación hasta en un 300 %, aunque ambos sugieren más investigación con diferentes 

protocolos de aplicación de UT, estos estudios concuerdan con los resultados de esta investigación 

ya que la estimulación mecánica como el la dosificación del grupo 8 favorecen la proliferación 

celular, es decir, en aquellos donde el ciclo de trabajo fue pulsado. 

 

12.3 Efecto desinflamatorio de UT en cultivo de hDPSC 

 
Cohen G. en 2015 (114) encontró que el UT aplicado en modo pulsado y a baja intensidad junto 

con fármacos tópicos (betametazona) mejoraba significativamente la inflamación en comparación 

con la aplicación de fármacos o UT de manera independiente en un modelo de ratón con artritis 

reumatoide, así como Casimiro L. et al. en 2002 encontraron en un revisión bibliográfica que el uso 

de UT aislado, reducía el número de articulaciones inflamadas en pacientes con artritis reumatoide. 

(115) Es evidente que en este estudio, los parámetros de UT pulsado mostraron resultados 

significativos en la disminución de la expresión de PGE2 demostrando así su potencial efecto 

desinflamatorio en un modelo in vitro de cultivo celular y con potencial aplicación en procesos 

inflamatorios agudos y con evidencia que también puede hacerlo en procesos crónicos durante 

investigaciones clínicas. 

 

12.4 Diferenciación miogénica 

 
Abrunhosa VM. en 2014 (93) y colaboradores han proporcionado evidencia indicando que el UT 

intensifica la diferenciación de células músculo esqueléticas, Tassinary JAF. et al. en 2015 (105) 

concluyeron en un estudio in vitro que el UT a baja intensidad en células pre-osteoblásticas 

MC3T3-E1 induce a la proliferación, aunque no lograron demostrar diferenciación celular de las 

mismas. 
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Karp G. en 2011 (116) en su texto “Posibilidad de un tratamiento con reemplazo celular” enfoca 

una perspectiva sobre la posibilidad de la regeración de tejidos mediante cultivos in vitro para su 

posterior aplicación en la práctica clínica por lo tanto, la capacidad de hDPSC para someterse a 

diferenciación SMC podría estar relacionado con su potencial de diferenciación neuroectodérmica y 

es extremadamente importante para aplicaciones in vivo donde se necesitan nuevos vasos 

sanguíneos funcionales. En este estudio, también proporcionamos evidencia de que las hDPSC de 

diferentes donantes son capaces de fusionarse con células C2C12 de ratón después de 8 días de 

inducción miogénica, generando así miotubos híbridos. La capacidad de fusionar se mantuvo 

durante al menos diez pasajes celulares.  

Al igual que nuestros resultados, un estudio reciente con DPSC demostró que son capaces de 

fusionarse con células C2C12 que forman miotubos híbridos, aunque la inducción miogénica fue 

prolongada a 14 días. (117) 

La hipótesis establecida en el estudio, tomando en conjunto y por consenso de los resultados 

previamente mostrados, se acepta, ya que se mostró evidencia sobre el uso benéfico del UT para 

la proliferación, desinflamación en cultivo de hDPSC así como caracteristicas y marcadores 

positivos en co-cultivo para la diferenciación a linaje miogénico. 
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13  Conclusión 

 
En este estudio se logró demostrar el efecto del ultrasonido terapéutico in vitro en la proliferación, 

desinflamación y un potencial uso para lograr una mejores caracteristicas celulares durante la 

diferenciación miogénica con cultivo de hDPSC y co-cultivo con células C2C12. Estos resultados 

ayudan a la realización de futuras investigaciones ya que: 

● Se tuvo éxito en el aislamiento de las hDPSC provenientes de terceros molares de distintos 

donantes que mantuvieron una morfología típica con características fibroblastoide, una 

adherencia al plato de cultivo así como su caracterización de diferenciaón a linajes 

osteogénico, conrogénico y adipogénico conforme a los lineamientos internacionales de la 

Sociedad Internacional de Terapia Celular. 

● La cuantificación de la proliferación celular mediante ensayo MTT del efecto del UT 

incrementó la viabilidad celular de forma significativa siendo el parámetro del grupo 8 

(Modo pulsado, 1 MHz, 1.0 W/cm2 por 10 minutos) incrementó la proliferación celular de 

hDPSC en un 141 %. 

● Los parámetros de UT del grupo 8 mostraron una disminución significativa de la expresión 

de PGE2 en el cultivo celular y así demostró su efecto desinflamatorio mediante ensayo 

ELISA. 

● En cuanto a la diferenciación del linaje celular utilizando UT se observaron características 

morfologicas celulares de diferenciación mediante el análisis en microscopio 

estereoscópico del co-cultivo con hDPSC + C2Cl2 y marcaodres positivos a la actina de las 

células mediante inmunocitoquímica confirmando la diferenciación positiva mediante co-

cultivos celulares; logrando así ampliar el conocimiento que se tiene de la potencial 

aplicación del UT en el campo de la medicina regenerativa.  
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14 Limitates del estudio 

 
Las limitantes del estudio se centraron en que el estudio se realizó de manera in vitro y con un 

control estricto de las variables, únicamente realizando los conteos finales de las variables 

dependientes, el estudio se realizó hasta tener una población adecuada para la observación de los 

efectos provocados. La literatura no arroja parámetros estandarizados de la utilización de UT, es 

por ello que investigaciones a futuro deberán enfocarse en evaluar los posibles efectos que podría 

tener la aplicación del UT con estos objetivos y ampliar más los mecanismos desinflamatorios para 

diseñar estrategias terapéuticas más dirigidas, asimismo el uso de modelos animales que 

conjunten el uso de hDPSC y UT para acelerar la regeneración de tejidos e incluso diseñar 

terapias de resituación celular en lesiones donde así lo requieran, acelerar los procesos de 

regeneración y la manera en que se dan los cambios bioquímicos en las células.  

 
 

15 Relevancia clínica 

 
Este estudio ayudó a sumar investigación científica para uno de los agentes físicos más utilizados 

en la práctica clínica de la fisioterapia, ya que se corroboraron sus efectos in vitro, se logró 

demostrar los efectos que provoca el uso del UT a nivel bioquímico en células troncales de pulpa 

dental humana de acuerdo a los parámetros utilizados. De igual manera se puede llevar este 

conocimiento al ámbito clínico para el estudio y tratamiento de enfermedades crónico-

degenerativas del musculo-esquelético y continúa involucrando a la fisioterapia en el campo de la 

investigación, fomentando su participación en equipos multidisciplinarios, utilizando de una manera 

benéfica para el paciente los agentes físicos, que pretenden utilizarse también con objetivos como 

la diferenciación celular, regeneración de tejidos, y así ofrecer a los pacientes, tratamientos 

óptimos, eficientes y poco invasivos. 
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