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Resumen

Introduccion: La terapia con ondas de choque estimula los procesos de curacion al
inducir la neovascularizacién y la diferenciacion de las células madre en células del tejido
lesionado para permitir una curacion y regeneracion adecuada. Esta terapia ha mostrado
tener buenos resultados en el tratamiento para desintegrar calculos y/ o calcificaciones,
epicondilalgia, fascitis plantar, tendinopatia rotuliana,tendinitis calcificante, entre otras,
donde ademas de la desintegracion mecanica tiene efecto analgésico y estimulacion del
proceso de regeneracion tisular. Objetivo: Evaluar la efectividad de las ondas de choque
extracorpdreas segun la presion y la cantidad de ondas aplicadas, para estimular la
proliferacion de un cultivo de odontoblastos y células troncales pulpares humanas.
Método: Estudio experimental in vitro. Se inocularon 6x10° células/mL de células 6seas
humanas y pulpares, a las que se les aplicaron diferentes dosis de ondas de choque,
formandose aleatoriamente ocho grupos por tipo celular. Resultados: La cantidad de
ondas de choque y la presion del pulso positivo de las mismas influyen en la viabilidad
celular. Al aplicar a osteoblastos 400 ondas de choque con una presion de
aproximadamente 22 MPa, se obtuvo un incremento del 50% en la viabilidad celular, a
las 48 horas postratamiento. Conclusiones: El uso de presiones bajas y cantidades de
ondas de choque altas aumentan la actividad celular.

PALABRAS CLAVE: Ondas de choque. Cavitacion acustica. Osteoblastos. Células
pulpares. Viabilidad celular.

Abstract

Introduction: Shock wave therapy stimulates healing processes by inducing
neovascularization and differentiation of stem cells into cells of injured tissue to allow
proper healing and regeneration. Objective: To evaluate the effectiveness of
extracorporeal shock waves according to the pressure and number of waves applied to
stimulate the proliferation of cultured human odontoblasts and dental pulp stem cells.
Method: Prospective, comparative, in vitro experimental study. Approximately 6x10°
cells/ml of human bone and dental pulp cells were inoculated, and different numbers of
shock waves were applied to randomly form 8 groups per cell type. Results: The number
of shock waves and their positive pulse pressure influence cell viability. By applying 400
shock waves at a pressure of approximately 22 MPa to osteoblasts, a 50% increase in



cell viability was obtained at 48 hours. Conclusions: The use of low pressure and a high
number of shock waves increases cellular activity.
KEY WORDS: Shock waves. Acoustic cavitation. Osteoblasts. Pulp cells. Cell Viability.



Introduccion

Las aplicaciones biomédicas de las ondas de choque se establecieron para el
tratamiento seguro y efectivo de varios padecimientos.(1) La litotricia extracorpérea por
ondas de choque (LEOCH) revoluciono el tratamiento de la urolitiasis a principios de la
década de 1980. Le siguieron la LEOCH para tratar calculos en la vesicula biliar, el
conducto biliar, el conducto pancreatico y los conductos de las glandulas salivales.(1)
Las ondas de choque (OCH) también se han utilizado en diferentes campos de la
medicina para estimular procesos de cicatrizacion.(2-4) La terapia con OCH estimula
los procesos de curacion al inducir la neovascularizacion y la diferenciacion de las
células madre en células del tejido lesionado para permitir una curacion y regeneracion
adecuada.(4-7) Ademas, el tratamiento con OCH en las células osteoprogenitoras de
la médula ésea y las células osteoblasticas aumenta los marcadores de diferenciacion
(fosfatasa alcalina, osteocalcina) y la expresion del factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGF-1).(8,9)

La interaccion de OCH con la materia es un campo amplio y, aunque se ha
avanzado en la comprension de los fendmenos involucrados, aun quedan preguntas
por responder.(1) Uno de los principales fendmenos relacionados con la
mecanotransduccion, es el crecimiento y colapso de microburbujas después del paso
de una OCH, denominado cavitacion acustica.(10) El colapso es tan violento que
genera chorros de fluido de alta velocidad (microjets) y OCH secundarias que producen
esfuerzos en los tejidos, aumentando la circulacion y el metabolismo, asi como la
permeabilidad celular.(1)

Como ha sido mencionado anteriormente la aplicacion de OCH induce a la
neuvascularizacion, osteointegracion y remodelacion 6sea en medicina. (4-7) Sin
embargo en el area de ortodoncia, es importante investigar su utilidad ya que el
tratamiento ortoddntico se basa en el principio de que, si se aplica una presion
prolongada sobre un diente, se producira una movilizacion del mismo al remodelarse el
hueso que lo rodea. Los elementos tisulares que sufren cambios durante el movimiento
dentario son principalmente el ligamento periodontal, con sus células, fibras,

capilares y nervios, y secundariamente, el hueso alveolar. El ligamento periodontal y



el hueso alveolar tienen una plasticidad que permite el movimiento fisioldgico y

ortodoéntico de los dientes.(20-21)

El objetivo del presente estudio fue evaluar la efectividad de las OCH segun su
presion y cantidad, para estimular la proliferacién de un cultivo de osteoblastos y células
troncales pulpares mesenquimales humanas, mediante la estimacioén de la viabilidad

celular por actividad metabdlica posterior a la aplicacion de diferentes dosis de OCH.

Materiales y métodos

Se disefid un estudio experimental in vitro comparativo, utilizando células éseas
humanas y pulpares. Las muestras se obtuvieron a partir de terceros molares extraidos
de pacientes que acudieron a la clinica de Cirugia de la Escuela Nacional de Estudios
Superiores (ENES), Unidad Ledn, a través de un muestreo no probabilistico con un
tamafno de muestra triplicado de un total de tres experimentos independientes. Los
criterios de inclusion fueron las células 6seas y pulpares humanas. Los de exclusion
fueron aquellas células con mas de 20 divisiones celulares y con menor densidad
celular. Los de eliminacién se aplicarian en caso de contaminacion del cultivo celular o

falta de la densidad celular.

Aislamiento y cultivo celular

Se utilizaron aproximadamente 6x10° células/mL de osteoblastos (HBC, human
bone cells) y células troncales pulpares humanas (hDPSC, human dental pulp stem
cells). El cultivo primario de HBC y hDPSC fue obtenido de biopsias frescas de tejido
0seo y pulpa dental, libres de patologia pulpar y periapical. El protocolo de aislamiento
y cultivo de HBC y hDPSC fue aprobado por el Comité de Bioética de la ENES Unidad
Ledn de la UNAM (registro CE_16/004_SN).

Aplicacion de ondas de choque
Se aplicaron diferentes dosis de OCH vy niveles de presion, utilizando ocho

grupos por tipo celular que se muestran en la Tabla 1. Todas las células se



suspendieron en un medio de cultivo (DMEM-1x Dulbeoco’s Modified Eagle Medium,
Gibco, Cergy-Pontoise, Francia) y se colocdé 1 mL de suspension celular en pipetas de
polietileno estériles de 41 mm de largo por 13 mm de diametro (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), selladas con calor. La aplicacion de las OCH se realizo
en el Generador Multifuncional del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada
(CFATA) de la UNAM, un equipo experimental basado en un generador de ondas de
choque Piezolith 2501 (Richard Wolf GmbH, Knittlingen, Alemania), formado por 3,000
cristales piezoeléctricos colocados sobre un cascaron esférico de aluminio con un radio
de curvatura de 345 mm (Figura 1). Para generar una onda de choque, los elementos
piezoeléctricos reciben una descarga de alto voltaje. Debido al efecto piezoeléctrico
inverso, cada elemento sufre una expansion, emitiendo una onda de compresion que
se propaga a traveés del agua. Por efectos no lineales y la superposicion de la
contribucion de cada elemento, se genera una onda de choque en la cercania del centro
(foco). Los elementos piezoeléctricos, sellados con una capa polimérica, forman parte
del fondo de una tina de acrilico (base: 675675 mm; altura: 450 mm). En la parte
superior de la tina se instalé un posicionador xyz de precision (£0.5 mm) para centrar
las muestras en el foco. Dependiendo del voltaje, la presion del pulso positivo de la
OCH varia. La temperatura y el nivel de agua se fijaron en 37°C y 80 mm arriba del
plano focal, respectivamente. EI Grupo control pasé por el mismo proceso, pero sin
recibir OCH (Tabla 1).

Conteo de la viabilidad y proliferacion celular

Después de aplicar las OCH, se retir6 el medio de las pipetas, se lavé con 0.5
mL de PBS (pH 7.4) y las células fueron suspendidas con 1 mL de tripsina (Sigma-
Aldrich, Toluca, Edo. Mex., México). Todas las células se inocularon con medio de
cultivo (DMEM) adicionado con 10% de suero fetal bovino, 1% de antibiético (Penstrep,
Sigma-Aldrich) y glutamina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) en una placa de 24 pocillos
e incubadas a 37°C con 5% de CO:2 y una humedad de 95%.

La viabilidad celular se estimé alas 48 hy a los 7 dias por el ensayo de viabilidad
celular con sal de tetrazolio (MTT) a 0.2 mg/mL (Sigma-Aldrich) y por conteo celular en
un hematocitometro. Las células fueron incubadas por 7 horas y los cristales de



formazan fueron disueltos con dimetil sulfoxido ((CH3).SO, DMSO, J.T Baker, EUA). El
formazan fue transferido a una placa de 96 pocillos y analizado en un lector de
microplaca (Thermo Scientific Multiskan, GO, EUA) a una longitud de onda de 570 nm.
Cada ensayo se realizd por triplicado de tres experimentos independientes. Para el
conteo por hematocitometro se retird el medio de cultivo de los pocillos de todos los
grupos antes mencionados y se lavaron las células dos veces con PBS. Posteriormente,
se afnadieron 0.2 mL de tripsina a cada pocillo para el desprendimiento de la monocapa
celular y se colocdé durante 5 minutos en una incubadora (Binder™, Tuttlingen,
Alemania). Posteriormente, se realiz6 el analisis de las muestras mediante una camara
de Neubauer de 1/10 mm de profundidad (BOECO, Hamburgo, Alemania), donde se
coloco un cubreobjetos y se contaron las viables en un microscopio de contraste de
fases (Leica, DMIL LED Trinolocular, Massachusetts, EUA).

Anélisis estadistico

El analisis fue realizado por triplicado de cada grupo de 8 experimentos
independientes (n=4/gp). Los datos fueron analizados con pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilks y prueba de ANOVA pos-hoc de Tukey (p<0.05; coeficiente de
confiabilidad 95%).

Resultados
Proliferacion celular

Las células HBC del grupo cuatro con una presion de 21.7+0.3 de MPa y un
nimero de 400 OCH se observd un incremento en la viabilidad celular del del 50%
(p<0.001) a las 48 horas de incubacién (150£3.3%, p<0.01), en comparacién con el
control (Tabla 2). En el conteo por hematocitometro se observaron resultados similares
con un mayor numero de células a las 48 horas, sin mostrar diferencias significativas
referentes al grupo control (660,000+254,558 células/mL, p>0.05). En el caso de las
hDPSC, ningun grupo mostré6 mayor proliferacion (p>0.05) en comparacion con el
control. Posterior a los 7 dias de incubacion, ningun tipo de célula y grupo incremento
la proliferacion celular por ninguno de los dos métodos. La mortalidad dependi6 de la

presion y del nimero de OCH, observandose que utilizando el maximo nimero de OCH



y la maxima presién contemplada en el estudio, hubo una disminucién del 70% y hasta
del 100% en la viabilidad celular a partir de las 48 horas. El ensayo de MTT resulto ser
mas eficiente para estimar la viabilidad celular en comparacion con el conteo por

camara Neubauer.

Discusién

Se han evaluado métodos para mejorar la tasa, magnitud y estabilidad del
movimiento ortoddncico, asi también como para acelerar el tratamiento ortodoéntico, tales
como, farmacolégico bioldgico, vibracion mecanica, fotobiomodulacion laser,
corticotomias, piezocisidn, microperforaciones, etc. Sin embargo, algunos de dichos
tratamientos tienen efectos secundarios y poca aceptacion por los pacientes.(22,23)
En ortodoncia podria ser una alternativa no invasiva y prometedora de aceleracién del

tratamiento ortododntico.

Es imprecindible entender la reaccion de las células 6seas y pulpares ante las ondas
de choque, sin embargo en el caso de estudios in vitro, las diferencias entre los arreglos
experimentales dificultan las comparaciones entre los resultados publicados.(11) Asi,
por ejemplo, los efectos biolégicos producidos con el perfil de presion que emite el
equipo usado en este estudio no son directamente comparables con aquellos que
resultan al usar otro modelo, incluso si la magnitud del pulso de presion positivo y la
cantidad de pulsos aplicados son equivalentes. A pesar de esto, se puede llegar a

conclusiones generales.

En los resultados del presente estudio demuestra que la cantidad de OCH y la
presion del pulso positivo influyen en la proliferacion celular. Esto concuerda con un
estudio reportado por Tam y colaboradores, en el cual la densidad de energia mas alta
indujo una disminucién significativa de células viables de un 90%.(12)

El tratamiento con OCH de baja intensidad resulté en una mayor proliferacion
celular, aumentando el numero de células viables en un 44.4% (p<0.001). Las OCH de
alta presion incrementaron el numero de células viables un 21.7%. Esta diferencia fue

estadisticamente significativa (p=0.011). Ademas, al aplicar baja presion a las células
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periosticas, el dia 35 se encontraron mayores depdsitos de calcio en comparacioén con
el grupo control (259%; p=0.018). Con el tratamiento de alta presion no hubo cambios
significativos manteniendo constante el numero de ondas aplicadas.(12) Esto coincide
con un estudio publicado por Martini et al.(9) A las 48 horas, la viabilidad celular
disminuy6 aproximadamente 54% en el grupo que recibi6 OCH de mayor presion, en
comparacion con los otros grupos (p<0,0005), sugiriendo que la presion de las OCH
por si sola afecta a la viabilidad de los osteoblastos, sin importar el numero total de
ondas aplicadas.(9) Debido a que Tam et al.(12) y Martini et al.(9) usaron un generador
de OCH electromagnético y electrohidraulico, respectivamente, no es conveniente
hacer una comparacion directa con los parametros ajustados en nuestro generador
piezoeléctrico. Otros autores han declarado que los efectos biolégicos generalmente
son proporcionales a la energia total absorbida por el tejido, pero han surgido
problemas al comparar diferentes estudios que especifican sélo la densidad de flujo de
energia y el numero de impulsos.(13-15)

Al usar el nivel de presion bajo y el numero de OCH alto, encontramos un
incremento en la viabilidad celular en comparacién con el control a las 48 horas,
coincidiendo con los resultados publicados por otros autores.(12,16-18) Sin embargo,
en el dia 7 detectamos un decremento en todos los grupos en comparaciéon con el
control. Este hecho no concuerda con los resultados publicados por Tam vy
colaboradores(12) y Kusnierczak et al.,(19) quienes detectaron un efecto a largo plazo
sobre el numero de células viables, la proliferacion celular y la mineralizacion de las
células peridsticas humanas entre el tercero y octavo dia. Debido a que las células
peridsticas desempefian un papel importante en la curacidn 6sea, se plantea la
hipdtesis que un tratamiento con OCH podria ejercer un efecto estimulante retardado
sobre las células peridsticas. Aunque nuestros resultados mostraron diferencias con
respecto a los de Tam et al.(12), a largo plazo concuerdan en que una mayor cantidad
de OCH de baja intensidad favorece las actividades celulares en comparacion con una
cantidad baja de OCH de alta intensidad.



11

Limitantes del estudio:

Una de las limitantes del estudio fue el tamafo muestral, pues comparado con
otros estudios, el empleado en este estudio fue menor, lo que que podria haber influido
en la deteccion de diferencias estadisticas significativas, aunado a la dificultad de que
el aparato de OCH no se encontraba en el mismo laboratorio donde se realizé el
aislamiento, cultivo, conteo de la viabilidad y proliferacion celular, teniendo que
transportar los grupos celulares en una incubadora sin CO2 durante 11 hrs para la
aplicacion de OCH, dando como resultado apoptosis de células durante el tiempo
mencionado, reduciendo todavia mas la muestra, sin embargo, esto también ocurrié en
el grupo control.

Ademas cabe mencionar la dificultad que implica la aplicacion de cada método,
lo que se traduce en una menor precisién del de Neubauer, pues el conteo celular se
lleva a cabo por parte de un operador, lo que podria dar lugar a un sesgo de

informacion.

Fortalezas: Se utilizaron 7 dosis diferentes que permite descartar aquellas que no

inducen a la proliferacion para siguientes estudios.

Conclusiones

Para lograr un aumento en la actividad celular, es preferible el uso de presiones
bajas y cantidades de OCH altas. Los parametros con los que se obtuvo un mayor
incremento en la viabilidad celular (50%) de osteoblastos humanos a las 48 horas, fueron
400 OCH de 21.74£0.3 MPa. Las hDPSC no mostraron un incremento en la proliferacion
celular.

En el futuro se sugiere incrementar la muestra de estudio. El analisis debera
enfocarse en la deteccion de proteinas proinflamatorias como las interleucinas (IL), IL-
1B, IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la fosfatasa alcalina, la identificacion
de cristales mineralizantes y determinar la capacidad de las OCH para acelerar la
diferenciacion celular a linajes osteogénicos, adipogénicos y condrogénicos de las células

troncales humanas. Ademas, se sugiere que el estudio se realice como minimo durante
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30 dias, ya que ese es el tiempo que tarda un efecto inflamatorio y dependiendo de los
dias varia la actividad celular.

Asi, como se menciono anteriormente esta terapia ha sido cada vez mas utilizada en el
ambito odontologico, los resultados del presente estudio muestran que ademas también
es una alternativa prometedora para la proliferancion de las células éseas y pulpares lo
que puede tener gran potencial en el ambito de la aceleracién de los tratamientos en
ortodoncia, la regeneracion 6sea al colocar implantes, e incluso como un factor

bactericida en periodoncia.
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Pie de figura

Figura 1. Esquema del generador de ondas de choque.
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Pie de tablas
Tabla 1. Parametros experimentales.
Cantidad de
Presion
Grupo ondas de
(MPa)
choque
Control - 0
1 9.910.2 200
2 9.910.2 800
3 21.740.3 200




4 21.7+0.3 400
5 21.7+0.3 800
6 42.0+1.1 200
7 42.0+1.1 800

Tabla 2. Viabilidad celular de ensayos MTT y Neubauer de osteoblastos y células

16

pulpares.
Grupo MTT (¢ Signif’ice_mci MT',I' (%) Signif’ice_mci‘ Ne’ubauer, 48 hrs Signif’ice_mci Ne’ubauer, 7 dias‘ Signif,ice_mci
48 hrs| estadistica | 7 dias estadistica | (células/mL) estadistica | (células/mL) estadistica
Grupos de HBC
Control | 120F 100200 260,00084,852 740,00084,852
1 21| o005 | 46:39 | 0032 | 220,000:84852 | 0.683 | 260000484852 | 0.029
2 W oaee | 75:38 | o070 | MOPOOOEINLIZE g g5 | 420.000e14142 1 g 457
3 R oess | 41:23 | 0017 | 340,000:28284 | 0395 | 400000E2627 g 55
4 2951 0006 | 51208 | 0007 | 660,000£254,558 | 0244 | 220,000:84,852 |  0.025
5 951 0108 | 21209 | 0005 | 5200006226274 | 0329 | 100,000:28,284 |  0.039
6 O1F1 | 0002 | 20:02 | 00002 | 220,000:28284 | 0.624 40,000+6,568 0.016
7 M0 o015 | 3323 | 0016 60,000+14,142 0.177 40,0000 0.054
Grupos de hDPSC
Control | (%% 100 120,000+56,568 440,0004113,13
1 720 0199 | 25:24 | 0008 80,0000 0502 | 24000011 g 19
2 0821 o272 | 85:77 | 0168 | 220,000:84,852 | 0316 | 140,000+28,284 |  0.148
3 0 0244 | 63:33 | 0013 160,0000 0.506 | 200,000:56,568 | 0.157
4 70| 0478 | 3605 | 0028 180,00084,852 | 0.503 | 40,000+28,284 | 0.109
5 731 0210 | 82:13 | 0085 | 380,000:197.989 | 0.297 | 260000484852 | 0.223
6 1| 0143 | 36:05 | 0028 40,000+14,142 0.280 | 40,000+14,142 | 0.121
7 O 0149 | 341022 | 0029 00 0.204 00 0.114

MTT = sal de tetrazolio,
HBC = osteoblastos (“human bone cells”),
hDPSC = células troncales pulpares huanas (“human dental pulp stem cells”).
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