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IV- Resumen

Las enfermedades degenerativas son padecimiento que en la mayoria de los casos no
poseen tratamiento, produciendo el deterioro de drganos o sistemas causando la
disminucién de habilidades motoras, intelectuales o incluso produciendo la muerte. Entre
las enfermedades degenerativas se encuentra el Alzheimer, Huntigton, Parkinson,
Artritis, escoliosis, osteoporosis, Lupus, diabetes, entre otras. La activacién y regulacion
de la regeneracion de tejido a través de andamios representa una posibles solucion, sin
embargo, los andamios no siempre representan una alternativa viable debido a que se
requiere la insercion en el area afectada. Debido a la problematica anterior, se buscan
nuevas soluciones no invasivas. El proyecto propone estudiar los efectos biologicos de
los campos magnéticos en células troncales, con la finalidad de demostrar si es posible
activar la regeneracion de tejido, especialmente en el tratamiento de enfermedades
degenerativas 6seas.

En este trabajo se empleo la siguiente metodologia:

1) Analizar y calcular los parametros de estimulacion.

2) ldentificar cambios morfolégicos en células estimuladas a diferentes intensidades de
campo.

3) Determinar la presencia de cuerpos de calcio, depositos de lipidos, grupos
proteoglicanos, estructuras nucleares y membranosas.

4) Analizar la Proliferacion celular de los cultivos estimulados y no estimulados.

5) Medir y calcular las caracteristicas eléctricas de los medios con y sin estimulo.

Los resultados demuestran que los campos magnéticos modifican el medio celular y
producen diferenciacion a diversos linajes celulares debido a la acumulacién, asi como
la migracion de los nutrientes producidos por la polarizacion del medio durante y después
del estimulo. Como conclusion, la intensidad del campo magnético (1 mT, 600 mT, 1 T)
es directamente proporcional a los cambios morfolégicos y al cambio de las
caracteristicas eléctricas del medio como la permitividad eléctricas.
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1. Introduccion

En la actualidad existen diversos padecimiento que no poseen tratamientos que permitan
eliminar o detener estas afecciones, sobre todo aquellas de naturaleza degenerativa o
cronica, los cuales se pueden presentar principalmente en los huesos, musculos, 6rganos
digestivos, en el sistema inmunoldgico y en el sistema nervioso.

Debido a estos padecimientos, se estudia el proceso de regeneracién con el fin de
contrarrestar los efectos de estas enfermedades. En el 2017 el Institute Centers for
Disease Control and Preventions (CDC), public6 que mas 30 millones de
estadounidenses adultos sufren de osteoartritis, una de muchas enfermedades
degenerativas. Segun estudios de la iofbonehealth, se calcula que 113 millones de
personas padecen osteoporosis, principalmente en adultos mayores de 50 afios y se
estima que para el 2050 exista mas de 150 millones de personas afectadas
(iofbonehealth, 2017).

Existen investigaciones enfocadas en analizar del comportamiento de las células
troncales en diversos nichos, varias de estas han logrado crear andamios capaces de
regenerar hueso, piel, musculo liso, vasos, entre otros. Aunque la utilizacion andamios
ha resultado favorable, su disefio no representa algo facil y mucho menos predecible
debido a que no existen estandares que predigan su comportamiento dentro de un nicho
especifico. EI movimiento de ciertos nutrientes se encuentra intimamente relacionado con
la capacidad que tiene un andamio para proliferar y diferenciarse; uno de lo fendmenos
involucrado con el movimiento de moléculas se llama electroforesis, la cual esta dada por
las caracteristicas del medio (Grimnes & G Martinsen, 2015).

Es por este motivo, que el tema de investigacion se centrd en recrear nichos con diversas
caracteristicas eléctricas, empleando estimulos eléctricos para estudiar sus efectos
sobre las células, con la finalidad de evaluar las caracteristicas eléctricas como posibles
factores involucrados en la regeneracién de tejido. En el estado del arte existen diversos
estudios, que han encontrado resultados favorables para la diferenciacién de células
troncales a diferentes estirpes celulares. Sin embargo, se han limitado al analisis de los
efectos bioldgicos, sin tomar en cuenta su posible relacion con las propiedades eléctricas

del nicho.
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2. Antecedentes

2.1. Células Troncales

Las células troncales (CTs) también conocidas como células madre, estan presentes en
la mayoria de los organismos multicelulares y son las responsables del desarrollo y
regeneracion de tejidos. Se diferencian de otras células al poseer la capacidad de
autorenovarse y diferenciarse (Burgess, Introduction to stem cell, 2013). Asi como de
promover la remodelacion de los 6rganos, asi como la reparacién de los tejidos dafiados
(To'a Salazar Georgina, 2013), (Arjmand Monireh, 2017). Las CTs se pueden clasificar de
acuerdo al tipo de células a las que pueden dar origen y en la etapa de la gestacion en
la que estas aparecen. Todos los tipos de CTs cambian de capacidad durante el
transcurso del desarrollo embrionario, disminuyendo su capacidad de diferenciacion
hasta tener la capacidad de crear un solo tipo de linaje celular (Burgess, Introduction to
stem cell, 2013).

2.1.1 Ontogenia

La presencia de células troncales dentro del ciclo de desarrollo de un organismo, se inicia
a partir de la fecundacion de un 6vulo con un espermatozoide. Los cuales se fusionan
para formar el cigoto, considerada como la primera célula totipotente en aparecer (Keith
L. Moore M. G., 2016). A partir de esta célula se desarrolla la morula, la cual se implanta
en el utero en el 7 dia del desarrollo embrionario.

El desarrollo embrionario es el proceso de formacion de un individuo, el cual presenta la
clave para la ingenieria de érganos y la medicina regenerativa. Esto es debido a que
posee los elementos y factores necesarios para definir las caracteristicas del individuo y
desencadenar los procesos de maduracién. En la actualidad se sabe que las células no
pueden vivir aisladas y para realizar el proceso de curacién de una herida, se requiere de
la participacion de diversas sefales moleculares que se originan a partir de células de

diferentes linajes, e incluso, de células provenientes de otros sistemas (Digel llya, 2011).
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Por lo cual, el desarrollo embrionario es el unico proceso conocido que posee las rutas
definidas, consecutivas . Al poseer un entorno inicial uniforme y un conjunto de células
replicadas, se conoce que los cambios siguientes se dan debido a la formacion de nuevos
microentornos que dan origen a nuevas capas celulares (ectodermo, mesodermo y
endodermo), los cuales se redefinen para dar origen a nuevos linajes (Moore Keith L.,
2016) . Los nichos celulares que existen son muy diversos y poseen la capacidad de
regenerar tejido necesario para cada uno de sus entornos. Por lo cual, cada tipo de célula
troncal adulta es capaz de diferenciarse a células del entono en que se encuentren

(Ajaykumar Vishwakarma, 2017).

De acuerdo a su capacidad de diferenciacion, las CTs se clasifican en 4 tipos (Ute Bissels,
2013) (Figura 1):

e Células Totipotentes: dan origen a todos los linajes de células embrionarias y
extraembrionarias, se originan a partir del cigoto y cambian cuando se forma las
células mesodérmicas.

e Células pluripotentes: generan células germinales de todos los linajes de cada
sistema fisiologico, se presentan en la capa mesodérmica y desaparecen con la
aparicion del embrion.

e Células multipotentes: generan células de linajes que se necesitan dentro de cada
sistema fisioldgico, aparecen a partir de la formacion de feto hasta final de la vida
del organismo.

e Células unipotentes: generan un tipo unico de célula, como es el caso de las
células troncales espermatogénicas, estas son las ultima células troncales en

aparecer y se le conoce como célula precursora de los espermatozoides.
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Figura 1. Ontogenia de las células troncales. Las células troncales se presentan en el inicio de la
formacion de un nuevo individuo, las cuales dan origen a células troncales de menor capacidad de
diferenciacion hasta alcanzar el maximo nivel de especializaciéon y conformar a células adultas que poseen

la capacidad de remodelar y reparar tejidos.

2.1.2 Fuentes de obtenciéon

La importancia de Células Troncales Mesenquimales (CTMs) radica en su capacidad de
adherencia y la variedad de lineas celulares a las cuales se pueda diferenciar. En la
actualidad existen diversas fuentes de obtencién de CTMs (Chengcai Zheng, 2017). Las

mas comunes son la placenta, sangre de cordén umbilical, extraccion de medula ésea o
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la extraccion de células en diferentes tejidos adultos. Los cuales se presentan en la Tabla

1.

Tabla 6. Fuentes de células Troncales. Las fuentes de obtencién de células troncales son diversas y
dependiendo de la necesidad del estudio, se puede requerir de una determinada estirpe celular.

Tejido de origen
Sangre

Medula 6sea

Medula Osea (Fetal)
Cerebro (adulto y

fetales)

Grasa

Higado (fetal)

Cordon umbilical

Pulpa dental
(adulto)
Placenta

Tipo de células troncales
adultas

Circulatorio

Esquelético

Angioblastos

Células troncales
Hematopoyeticas (CTHs)

Células mesenquimales
(CMSs)
CTHs

Células troncales neuronales
(CTNs)

Células progenitoras
neuronales (CPNs)

Fraccion vascular estromal
del proceso de lipoaspirado

CTHs

CPNs

CTHs

Células precursoras
Mesenquimales (CPMs)
Células troncales de pulpa
dental

Células multipotentes
derivadas de la placenta
(CMDPs)

Células troncales
embrionarias

Tipos de linaje que produce
Adipocito , Osteocito

Maduracién endotelial y formacion de venas
sanguineas, Hepatocitos, Colangiocitos

Adipocito, Osteocito, Condrocito,
Cardiomicito , Miocito

CTHs, Linaje de células sanguineas rojas,
Linaje de células sanguineas blancas
Células musculares

Astrocitos, Neuronas, Oligodendrocitos

Precursores de los adipocitos
Precursores de los osteocitos
Precursores de los condrocitos
Precursores de los miocitos

Células precursoras hematopoyécticas
Linaje de Células sanguineas rojas
Linajes de células sanguineas blancas

Linajes de células sanguineas blancas y rojas,
Osteoblastos , Adipocitos

Osteocitos, Neuronas, Adipocito, condrocitos,
miocitos

Osteoblastos, Neuronas, adipocitos,
condrocitos

Células T
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Las CTMs poseen grandes capacidades de diferenciacion dependiendo de los factores

de diferenciacion que tenga el nicho donde habiten (Figura 2).
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Figura 2. Diferenciacion de las células mesenquimales. Las células troncales mensequimales

(CTM) poseen una amplia capacidad de diferenciacion para formar los tejidos (Scott P. Bruder, 2013).

2.1.3. Caracterizacion de acuerdo a la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT)
La Sociedad Internacional de Terapia Celular en el ano 2006 publicé un articulo acerca
de los criterios minimos requeridos para trabajar con cultivos celulares enfocados en

terapia celular. El propdsito del estudio se centré en establecer los estandares para
trabajar con CTMs humanas. Dichos criterios son los siguientes (Mauro Krampera, 2013):

1) La adherencia al plastico.
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2) Expresion especifica de antigenos (Ag): se deben expresar fenotipos CD105, CD73,
CD90 en un 95% o mas. Y la carencia de los genes CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a
o CD19, HLA-DR (Lv., S. Tuan, M.C. Cheung, & Y.L.Leung, 2014).

3) Potencial de diferenciacion multipotente: Las células deben poder diferenciarse en

osteoblastos, adipocitos y condroblastos.
2.1.4 Células Troncales de Pulpa dental

Como se visualiza en la Tabla 1, existen diferentes fuentes de obtencion de CTs y como
se ha mencionado con anterioridad cada tipo de célula posee diferente capacidad de
diferenciacion. Por lo cual es importante saber el tipo de célula que se requiere para cada
experimento. Las CTs de pulpa dental, son células que poseen la capacidad de
diferenciarse en diversos linajes celulares (Demirci, Dogan, & Sahin, 2016), como se ve

en la Figura 3.
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Figura 3. Capacidad de diferenciacién de las células troncales de pulpa dental. Enlaimagen
se puede apreciar las rutas de diferenciaciéon mas estudiadas para estas células (Demirci, Dogan, & Sahin,
2016).
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El tejido dental y el craneofacial son tejidos ampliamente empleadas por la gran cantidad
de CTs que contienen. Sin embargo, solo las CTs de tejido dental poseen facil
accesibilidad, ademas de poseer una proteccion debido a que se encuentra dentro del
diente, por lo cual, los protege de agente externos (R. Cooper, 2016). Las CTs de pulpa
dental poseen las caracteristicas requeridas por la ISCT (Neslihan Tasli, Aydin, & Sahin,
2016). Es por esta razén, que es una CT ampliamente empleada de forma experimental,
asi como en el area pre-clinica. En el tejido dental, las CTs se encuentran en diversas

estructuras dentro del diente o en ciertos dientes, como se observa en la Figura 4.

DPSCs SHEDs

Figura 4. Tipos de células troncales en el tejido dental. Existen 5 tipos de células troncales las
cuales son: Células troncales de pulpa dental (DPSCs), Células troncales del apice papilar (SCAPs),
células troncales del exfoliated deciduous dental (SHED), Células troncales foliculares (DFSCs), células
troncales aisladas del PDL (PDLSCs) (Khojasteh, Nazeman, & Rezai Rad, 2016) .

2.2. Diferenciacion osteoblastica

La diferenciacién osteblastica se presenta en el proceso de formacién y curacion de
huesos. Este proceso tiene estrecha relacion con el proceso de la inflamacién y la
vasculogénesis. Existen tres tipos de curacion 6sea, las cuales se diferencian por el

tamano del defecto 6seo y la fijacion rigida. Los diferentes procesos de curacién nos dan
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informacion acerca del proceso de la regeneracion ésea. Todos los procesos de curacion
Osea inician de forma semejante, en la primera etapa, se aprecia la aparicion de
osteoclastos encargados de recortar los nucleos a los costados de las areas de
compresion con una velocidad de 50 a 80 ym por dia. Los espacios daran origen a los
nuevos conductos circulatorios que formaran venas o arterias. Este proceso de
destruccidén o resorcion ésea, es acompanado por el proceso de inflamacion, el cual
propicia un proceso de reaccion en cadena que culmina con la regeneracion 6sea (The

principals of tissue engineering, Robert P. Lanza).

2.2.1. Desarrollo del fenotipo osteoblastico

Las células osteoprogenitoras son estimuladas para proliferar y diferenciarse con la
activacion de condroblastos y osteoblastos que eventualmente se hipertrofian y mueren,
dejando vacias algunas lagunas 6seas, que estan compuesta de matriz calcificada. Esos
espacios vacios permiten el crecimiento vascular, que resulta en una alta tension de
oxigeno y normalizacion del pH, el cual, retorna a favor de la diferenciacion de

osteoblastos (Ajaykumar Vishwakarma, 2017).

Los procesos esenciales para el desarrollo de la curacion de hueso son: Osteogénesis,
osteoinduccion y osteoconduccion.

1.- La osteogénesis es definida como la formacién de nuevo hueso usando
osteocomponentes celulares, es decir, sustancias que se requieren para la formacion de

material extracelular, los cuales estan contenidos dentro del tejido 6seo que lo rodea.
2.- La osteoinduccion se define como la formacion de hueso que resulta de células

mensenquimales primitivas que son estimuladas a diferenciarse en células formadoras

de hueso por proteinas inductivas (T. Laurencin, Khan, & Veronick, 2014).
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3.- La Osteoconduccidon se presenta por el crecimiento interno de capilares y
osteoprogenitores celulares desde el interior y alrededor del injerto (Abjornson, Yoon, &
M. Lane, 2014).

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con citoplasma
basdfilo, con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso de tamafo
importante. Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula 6sea,
endostio, periostio y pericitos perivasculares (Keith L. Moore M. G., 2016). Emiten
procesos citoplasmaticos hacia la matriz, que comunican con la red de osteocitos y con
osteoblastos vecinos. Los osteoblastos y osteocitos se comunican entre si por proteinas
transmembranales o integrinas, que actuan de enlace entre las células o entre una célula
y la matriz extracelular, permitiendo el paso de mensajeros como calcio, citosinas. En

estas células la conexidén intercelular es la Conexina.

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un ritmo de 2 a 3
Mm por dia y expresan una enzima caracteristica la fosfatasa alcalina (ALP), que permite
la mineralizacién a un ritmo de 1-2 ym por dia (Spyropoulou & K. Basdra, 2013).
Actualmente, se sabe que: 1.- sintetizan las proteinas colagénicas y no colagénicas de la
matriz organica del hueso, 2.- dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz
extracelular, 3.- contribuyen a la mineralizacion de la sustancia osteoide, gracias a la
fosfatasa alcalina, 4.- median en la resorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través
de la sintesis de citocinas especificas y 5.- sintetizan factores de crecimiento (Ajaykumar
Vishwakarma, 2017).

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al término de las
cuales pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis, transformarse en células
limitantes o de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos (15%). Ambos tipos
celulares representan estadios mas avanzados de maduracion. Las células limitantes son
células elongadas y planas con un nucleo en forma de huso sin organelos. Pueden
expresar los marcadores osteoblasticos anteriormente citados como sialoproteina 6sea,

osteopontina, osteonectina y fosfatasa alcalina asi como el receptor de hormona
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paratiroidea (PTH). Permanecen a lo largo de la superficie enddstica, constituyendo con
el endostio una capa protectora de la superficie 6sea, que juega un papel importante en
la activacion del remodelado 6seo (Ajaykumar Vishwakarma, 2017).

2.2.2. Control génico en osteoblastogénesis

Actualmente se sabe que la diferenciacion hacia la estirpe osteoblastica esta controlada
por genes pertenecientes a la familia Hedgehog, de los cuales los mas conocidos son:
Ihh (Indian hedgehog) y Shh (Sonic hedgehog). El factor de transcripcion Cbfa1 (core-
binding factor a-1, también llamado Runx2) y las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs),
las cuales se consideran como los reguladores mas importantes de la diferenciacion
osteoblastica desde las células mesenquimales pluripotenciales (Atricia Arreba-
Tutusaus, 2014).

La diferenciacion de células progenitoras a células osteoblasticas in vitro, ha sido
inducida por la presencia de suplementos de medio osteogénico (Dexametasona, acido
ascorbico, vitamina D3, R-glicofosfato, etc). La funcion de maduracion de los osteoblastos
esta directamente relacionada con la expresion de dos factores de transcripcion claves
de la osteogénesis: Runx2 y Osterix (Witkowska-Zimny, 2012).

Runx2 : El control de la transcripcidn de la proliferacion, crecimiento y diferenciacién de
células troncales mesenquimales a células maduras de hueso, es principalmente
regulada por Runx2, también conocido como CBFA1, AML3 o OSF2. Muchos estudios in
vitro mostraron que este gen se encarga de regular de manera positiva la produccion de
proteinas de las matriz extracelular, como también de la colagena tipo |, osteopontenia,
sialiproteinas del hueso y osteocalcina. El gene Runx2 frecuentemente es descrito como
el gen maestro de la regulacion de la osteogénesis (Spyropoulou & K. Basdra, 2013). La
falta de expresion de esté gene en el homocigoto provoca diversos padecimientos, como
algunos tipos de displacia 6sea, que consisten en un desorden en la estructura 6sea. El
Runx2 también se encuentra relacionado con el proceso de maduracion de células de

cartilago, aunque en el proceso de la dentinogénesis, la Runx2 se llega a inhibir al
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terminar el proceso de odontoblasto. El papel que juega este gene, también recaen en
tejido cerebral, espermas y células T. La familia de los Runt (Runx1 y Runx3), a la cual
pertenece este gen, también participan en el proceso de la osteogénesis (Atricia Arreba-
Tutusaus, 2014).

Osterix (SP7, OSX): Es otro factor de regulacion importante en la osteogénesis,
esencialmente en la diferenciacion de células progenitoras a osteoblastos y en la
formacion de hueso. Esta proteina pertenece a la familia de factores de transcripcién
Sp/XKLF. Es un regulador que se encuentra presente en el ADN, consiste de dedos de
Cys2His2 Zinc. La proteina OSX esta compuesta de 431 aminoacidos, este gen esta
regulado por Runx2 y cuando éste se inhibe, la expresidon de Osterix no ocurre. Osterix
se requiere para el proceso de la diferenciacion osteoblastica. Se encarga de regular
algunas proteinas, incluyendo NFAT (factor nuclear de la actividad de células T) y
factores como el TF-IIB, o Brg1 factores de remodelacion cromatica. Entre otras
funciones, participa en la regulacion de las actividades de la fosforilacion y la glicolisacion
(Atricia Arreba-Tutusaus, 2014).

Proteinas Hedgehog: La familia de proteinas Hedgehog (Hh) esta compuesta de Sonic
(Shh), Indian (lhh), Desert (Dhh); se encargan del control de varios aspectos del
desarrollo: el crecimiento, supervivencia y diferenciacion celular. La expresién de Dhh
esta restringida por las gonadas. La expresion especifica de la Ihh delimita el crecimiento
de una gran cantidad de tejidos como el endodermo. Shh se relaciona con la expresion
de moléculas de sefializacién. Durante el proceso de esqueletogénesis, esta familia de
factores, provee informacion para iniciar y mantener la diferenciacion celular para la
formacion de huesos y cartilagos. El mal funcionamiento de las proteinas Hh puede

causar deformaciones esqueléticas (Atricia Arreba-Tutusaus, 2014).

Existen mas proteinas involucradas en la regulacidon genética de la osteogénesis, la cual

se presenta en la siguiente Tabla 2.

Tabla 7. Los factores moleculares mas importantes en la osteogénesis. Existen diversos factores
involucrados en diversas etapas de la diferenciacion y formacioén de tejido 6seo.
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Factores Nombre genérico Accion bioldgica

TGF- 83 Factor de crecimiento Estimula/inhibe la reparacion 6sea
IGF Factor de crecimiento Incrementa la densidad 6sea

FGF Factor de crecimiento Actua en fase finales de linaje osteogénico
PDGF Factor de crecimiento Incrementa la osteoinduccion de MOD
BMP-2 BMP-2a Morfogénesis de hueso y cartilago
BMP-3 Osteogenina Osteogénesis

BMP-3B GDF-10 Huesos craneofaciales

BMP-4 BMP-2B Morfogénesis de huesos y cartilago
BMP-5 - Morfogénesis de hueso

BMP-6 - Hipertrofia de cartilago

BMP-7 Prot. Osteogénesis (OP1)  Diferenciacion 6sea

BMP-9 GDF-2 Osteogénesis

BMP-12 GDF-7 Condrogénesis

BMP-13 GDF-6 Condrogénesis

BMP-14 GDF-5 Condrogénesis y osteogénesis

Marcadores de diferenciacién: A medida que las células precursoras se van diferenciando
expresan en la membrana celular proteinas especificas de su funciéon o marcadores. La
expresion de Cbfa1 es la primera evidencia de la diferenciacion osteogénica, cuyo
maximo nivel se alcanza en los pre-osteoblastos (Figura 5). La colagena | y la
osteopontina (OPN), se expresan de forma temprana en células osteoprogenitoras.
Igualmente la fosfatasa alcalina (ALP) es una proteina de superficie que participa en la
regulacion de la proliferacién, migracion y diferenciacion de las células osteoblasticas
(Spyropoulou & K. Basdra, 2013). La sialoproteina 6sea (BSP) y la osteocalcina (OCN),
son marcadores de diferenciacion del pre-osteoblasto a osteoblasto y aparecen cuando
se inicia la mineralizacion. La expresion de estas proteinas resulta especialmente util
como marcadores osteogénicos en los estadios finales de la diferenciacion osteoblastica
(Wanda Lattanzi, 2012).
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Figura 5. Interacciones osteogénicas. La interaccion de los factores involucrados en la diferenciacion,
involucran cambio genéticos, existen diversas vias para la activacion de rutas osteogénicas, sin embargo,

la activacion del Runx2 es un paso en comun y esencial para este proceso (Wanda Lattanzi, 2012).

2.2.3. Factores osteogénicos.

Los factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), estan involucrados en el
reclutamiento, supervivencia y actividad de las células endoteliales, osteoblastos y

osteoclastos en la curacion de heridas (Fisher, 2015) (Y., S., & C., 2015)

La curacion de heridas finas requieren de apoyo de hueso sano y es caracterizado por
cuatro fases:

Coagulacion (inmediatamente hasta la primera hora)
Inflamatorio (1h- dia 4)

Proliferacion (dia 3- dia 21)

L b~

Remodelacion(A partir del dia 21)

La coagulacion se caracteriza por el dafio en el endotelio y la activacidon de plaquetas en

fiboras coaguladas. Las plaquetas liberan factor angiogénico (VEGF) y citocinas
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incluyendo las PDGF y TGF-B. La VEGF influye en la diferenciacion a osteoblasto y esta
involucrado en la mineralizacion del callo de la factura, también es un requisito para la
funcion de otros factores como es el caso de los inductores BMP-2 o FGF-2 de la
angiogeénesis. La inhibicion de VEGF ha mostrado el bloqueo de BMP-7 inductor de la

diferenciacion a osteoblasto y BMP-4 inductor de la formacion del hueso (Fisher, 2015).

2.2.4 - Desarrollo del tejido éseo en el desarrollo embrionario.

La aparicion de células precursoras 6seas se da hasta la cuarta semana de gestacion
con la aparicién de las células del esclerotomos, las cuales daran origen al tejido 6seo y
cartilaginoso. Las células forman un tejido con espacios intracelulares, llamado
mesénquima que es tejido conectivo embrionario. Y tiene la capacidad de forma hueso.
El primer hueso aparece debido a la condensacién de la mesénquima (Figura 6). La
condensacion inicia la actividad de genes selectivos, los cuales preceden a la
diferenciacion celular (Keith L. Moore T. P., 2016).
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Figura 6. Formacion y diferenciacion temprana de la somita. A) vista dorsal del embrién a los 18
dias, B) seccion transversal, C) seccién transversal en el 22 dias, d) seccion transversal en el dia 24

aparicion del esclerotomo, E) seccion transversal en el dia 26 (Keith L. Moore T. P., 2016).

La mayoria de los huesos se forman a partir de una membrana delgada, este tipo de
osteogénesis se denomina osificacién intermembranosa. La mayoria de los huesos

apendiculares se desarrollan por el proceso de osificacion osteocondral.

Las proteinas codificadoras de las HOX son genes proteicos morfogenéticos de hueso
(BMP5 y BMP7), factores de crecimiento GDF5, la familia de TGF- 3 y otras moléculas
reguladoras de la endogénesis de los condrocitos y desarrolladoras del esqueleto. Las
células precursoras de los condrocitos y osteoblastos son determinados por el nivel de
R-catenina. Y la via candnica de Wnt canonical, sefializa y juega un papel critico en la
formacioén de cartilago (Figura 7) y hueso (Keith L. Moore T. P., 2016).
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Figura 7. Esquema de la secreciéon de moléculas responsables de la proliferacion y
diferenciaciéon de condrocitos. En la parte superior se aprecian de color azul las células de
mesenquimales que proliferan. La de color rojo es un condrocito y la amarilla es un condrocito hipertréfico
(Keith L. Moore T. P., 2016).

2.2.4 1. Osificacion intranmembranosa

Este tipo de osificacion, ocurre en la mesénquima, la cual se conforma de membranas en
forma de vaina y produce tejido osificado sin la necesidad de formacidon de cartilago
previd. La formacién del hueso se debe a la condensacion del mesénquima y al inicio de
la vascularizacion. La condesacién causa la aparicidon de células precursoras de los
osteoblasto que inician de la mineralizacion de la matriz formando el osteoide. La sefal
Wnt es un factor clave en la diferenciacion osteogénica y esta presente en las células
precursoras. El Fosfato de calcio es un compuesto importante en los depdsitos de
osteoide como organizador del hueso. Las osteoblastos a parecen durante la formacion
de matriz extracelular y cuando los osteoblastos son atrapados por la matriz se
diferencian a osteocitos (Y., S., & C., 2015) .

2.2.4.2. Osificacion Endocondral

Es la formacion de hueso a partir de un modelo cartilaginoso preexistente. En esta
osificacion, los condrocitos (células cartilaginosas) aumentan de tamafio (hipertrofia), la

matriz se calcifica y las células mueren. Al mismo tiempo los osteoblastos comienzan a
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penetrar en el cartilago muerto. e deposita una capa delgada de hueso debajo del
pericondrio que rodea la di&fisis, y el pericondrio se convierte en el periostio. La invasion
por el tejido conectivo vascular de los vasos sanguineos que rodean el periostio también
rompe el cartilago. Los osteoblastos alcanzan el hueso en desarrollo desde estos vasos
sanguineos. Algunas células invasoras se diferencian en células hemopoyéticas (células
sanguineas de la médula 6sea). Este proceso continua hacia las epifisis (extremos de los
huesos) (Keith L. Moore T. P., 2016). El proceso de muestra en la Figura 8.

Cartilago
Modelo Cartilaginoso de Hueso [ P ftago M caritcado ) prucso MM Arterias
Célula
—  Mesenquimal Osificacion
. ) Intracartilaginosa
71— Pericondrio
Arteria Epifisiaria
Engrandec i | Condroblasto
mmiento
del drea - Matrix
Cartilaginosa

.A - Cartilago Hialino
Diifisis sin Calcificacion
(primaria) )
centro de © Caful‘ago
osificacién | Hialino
Calsificado
I Condrocito
Capilar |~ Pericondrio

Pericondrial Metifisiaria

Subperiosteo
Oseo
Cavidad
medular
Arteria longitudinal
Gsea
Centro Epifisiario de
osificacion (Secundaria)
Arteria

Epifisiaria Arteria

Didfisis

Centro
Epifisiario de g
osificacion

C

Figura 8. Esquema de la osificacion endocondrial. Durante este proceso las etapas de osificacion
estan regidas por la libracion de factores moleculares de diferenciacion suministrados por el sistema

vascular en los centros de osificacion (Keith L. Moore T. P., 2016).
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2.3. Induccion eléctrica de la diferencion osteoblastica

2.3.1. Entorno eléctrico celular

Existen tres aspectos intrinsecos del entorno que guian el funcionamiento y destino de la
célula. El entorno bioquimico, incluyendo los ligandos, sefiales moleculares, sintesis de
proteinas, entre otros. El entorno fisico-quimico, que comprende los gradientes que
depende de factores como propiedades de la superficie, tensién de oxigeno, pH y la
temperatura. Y para finalizar, el tercer aspecto es el entorno mecanico-estructural, este
puede estar en 2 0 3 dimensiones como son las fuerzas mecanicas y estrés entre otros,
todos estos factores actuan de forma no lineal pero equitativamente y de manera
constante (Ajaykumar Vishwakarma, 2017).

Las células en vivo son estimuladas por todos estos factores al mismo tiempo en un
entorno microscopico que se presenta en forma de matriz extracelular, compartiendo
ambiente con otras células con senales endocrinas y exocrinas, flujo de sangre,
movimientos corporales, fuerza y nutrientes en difusion. Ademas, las células se auto
remodelan y modulan su propio entorno, aspectos que frecuentemente son ignorados en
experimentos in vitro, como son mayormente los estimulos mecanico-estructurales, su
metabolitos o sefales moleculares y gradientes eléctricos, térmicos o quimicos. En la
Figura 9 se presentan los principales factores de cada aspecto sobre el entorno celular
(nicho celular) (Paolo Di Nardo, 2011).
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Figura 9. Los principales factores involucrados en la diferenciacion celular. En este esquema
se encuentran los principales factores de cada uno de los tres aspectos importante del nicho celular (Paolo
Di Nardo, 2011).

2.3.2. Factores fisico-quimicos del macroentorno

Los estimulos a los cuales esta expuesta la célula, influyen en su comportamiento.
Muchos de estos factores son externos, mientras hay otros que pueden ser internos, pero
de alguna manera son modulados por factores externos. Por ejemplo, la concentracion
de oxigeno depende en primer lugar de la presidn parcial atmosférica e internamente de
la distancia entre las células y la fuente de oxigeno (capilares) (Paolo Di Nardo, 2011).

Los factores fisico-quimicos tipicos influyen en el microentorno en una concentracion,
campo o gradiente. Estos incluyendo los gradientes quimicos, los gradientes de
temperatura, y la variacion en el tiempo de los campos eléctricos y magnéticos.

Un ejemplo seria el reporte de Lennon, él cual empleo células CTMs de rata y las expuso
a 5% de oxigeno adicional en el proceso de osteogénesis y al comparalo con células que
tenian un 20% de oxigeno adicional, y mostré que existe la probabilidad de incrementar

la proliferacién al cambiar factores quimicos.
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En el campo de la electricidad, magnetismo y ultrasonido se han popularizado para su

uso en terapias, particularmente en hueso, cartilago y musculo dafiado, porque cada uno

de estos mecanismos ayuda a la curacion y regeneracion, sin embargo, no se sabe

claramente como funcionan.

Existen diversos estudios realizados donde se han mostrado que los campos

electromagnéticos pueden modificar el comportamiento celular, entre algunos estudios

se encuentran los siguientes:

La década de 1990 se demostré que un solo estallido de estimulacidon
electromagnética (5 V/cm) de las ESC condujo a la diferenciacion hacia un fenotipo
de cardiomiocito. Los mismos autores muestran que el tratamiento de los cuerpos
embrioides derivados de ESC con intensidades de campo que van de 2.5 a 7.5
V/cm, afectan al embrion de manera dependiente de la dosis del campo (Paolo Di
Nardo, 2011).

Los modelos de miocitos y cardiomiocitos son probablemente los mas conocidos,
ya que la estimulacién eléctrica (1 Hz, 5 V/cm, pulsos de 2 ms) induce el
acoplamiento de la contraccién y la organizacién estructural de los cardiomiocitos

y las células del musculo liso (Paolo Di Nardo, 2011).

Los pulsos magnéticos débiles con mayor frecuencia (30-120 Hz, 1.25 mT) se han
utilizado para diferenciar las células preosteoblasticas. Se ha demostrado que los
campos solo afectaban a las células indiferenciadas y a los osteoblastos no
diferenciados, indicando que las células indiferenciadas eran mas sensible al
efecto del campo (Paolo Di Nardo, 2011).

Las células progenitoras endoteliales y las células precursoras musculares,
también se han estimulado por campos electromagnéticos para promover la
diferenciacion de los miocitos. En este sentido, la estimulacién eléctrica (10 - 40
V, 5 ms, impulsos de 0,5 Hz) de fibroblastos embrionarios humanos demostro

promover la disminucion de la proliferacion celular y el numero de células, asi
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como la diferenciacién de fibroblastos en estructuras multinucleadas tipo
microtubulos (Paolo Di Nardo, 2011).

2.3.3. Actividades eléctricas en las células

La actividad eléctrica en las células se aprecia en la membrana celular, que es una
estructura bicapa, semipermeable y selectiva, encargada de regular el flujo de sustancias
que entran y salen de la célula, a través de unas estructuras llamados canales, los
cuales, logran regular el flujo de desechos, alimentos y iones (Figura 10) (Bruce Alberts,
2008)

Figura 10. Flujo de iones en la membrana celular. El flujo de iones a través de la membrana celular
se lleva a cabo a través de canales o bombas, como es el caso de los canales de sodio y calcio, y las
bombas de Na*/K* (Bruce Alberts, 2008).

Un aspecto importante es que los sistemas vivos desarrollan su energia eléctrica desde
la diferencia de concentracion que existe entre la membrana celular al producir un
potencial de accion de una forma electroquimica (Lodish, Berk, & Chris, 2016), propiciado
por la diferencia de concentracion de sales y biomoléculas que existen entre el espacio
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extracelular e intercelular. Este potencial de accidén participa en diversos procesos
celulares, como transporte de nutrientes conduccidén de senales eléctricas en células
excitables y en el caso de la mitocondrias, cloroplastos y algunas bacterias para la
produccion de Adenosina trifosfato (ATP) (Plonsey & Barr, 2000). Las sefiales eléctricas
son vitales para la transmision de informacion nerviosa, la iniciacion de la contraccion
muscular, es esencial para la vision, el oido, los latidos, la digestion y otros procesos
biolégicos. En tejidos vivos, las cargas acarreadas son iones en un medio acuoso
(soluciones de acidas, basicas y salinas, pueden conducir la electricidad). Tales iones
estan presentes en ambos sitios, afuera y adentro de la célula. Especialmente los iones
de sodio y potasio, permiten corrientes de flujo entre el volumen intracelular y
extracelular(Tabla 3) (Plonsey & Barr, 2000).

Tabla 8. Principales iones presentes en un medio celular con sus respectivas concentraciones (Plonsey &
Barr, 2000).

Compuestos iones Concentracion Intracelular Concentracion Extracelular
organicos (mM) (mM)

Cationes

Na* 5-15 145

K* 140 5

Mg*? 0.5 1-2

Ca* 10 1-2

H* 7x10° 4x10°

Aniones

Cr 5-15 110
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2.3.4. Células excitables e inexcitables

Desde tiempos antiguos el ser humano siempre ha estado interesado en el
funcionamiento de los sistemas bioldgicos, pero no fue hasta en 1991 cuando el analisis
del comportamiento celular incluia conceptos fisicos para explicar los potenciales de
accion, este descubrimiento fue realizado por Erwin Neher y Bert Sakmann a quienes se
les otorgd el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina por la explicacion acerca de las
funcién de los canales iGnicos en las células individuales. (Wang, Wu, & Hsia, 2016)

Las células presentan una membrana plasmatica que separa el medio intracelular y
extracelular, delimitando a la célula para permitir la regulacion de moléculas, por lo cual,
la célula requiere de un conjunto de interacciones entre ambos medios, la mayoria de

éstos, son necesarios para la obtencion de nutrientes y para eliminar los desechos.

Las células pueden dividirse desde el punto de vista eléctrico, como excitables y no
excitables. Las células excitables presentan una diferencia de potencial a través de la
membrana celular que se conoce con el nombre de potencial de membrana (Vm). Al
potencial de membrana que exhiben las células excitables cuando no generan actividad
eléctrica se llama potencial de reposo (Vr).

El potencial de reposo y el potencial de accion son producto de la apertura de diferentes
canales ionicos localizados en la membrana celular.

Existe una diversidad de tejidos excitables cuyas células son capaces de generar
potenciales de accion como es el tejido nervioso, el tejido muscular liso, cardiaco y
esquelético. El sistema glandular también cuenta con células capaces de general
potencial de accidon como es el caso de las células beta pancreaticas que liberan insulina.
Cada una de estas estirpes celulares. presentan potenciales de accion diferentes y
caracteristicas propias. Las actividades eléctricas en las células inducen y regulan la
respuesta contractil, mientras que en las células glandulares promueve la liberacion de

hormonas.
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Las células no excitables no presentan actividades eléctricas en forma de potencial de
accion; sin embargo, presentan un potencial de reposo. En algunos tipos de células no
excitables se encontraron canales idnicos semejantes a los observados en las células
excitables, lo cual demuestra que las cargas eléctricas presentan un papel fisioldgico
importante. En ese caso, se ha demostrado que los canales i6nicos juegan un papel
fundamental en la respuesta inmune, iniciando y modulando la actividad linfocitaria.
(Paolo Di Nardo, 2011)

2.3.5. Difusion y coeficientes de difusion a través de la membrana celular

La membrana celular es considerada como una estructura compleja de alta capacitancia
y baja conductancia (Figura 11). Esta principalmente compuesta de fosfolipidos de una
bicapa con el grosor de 7 nm.; la conductancia del fosfolipido de la bicapa es baja, y
posee diversos tipos de canales; las moléculas de agua y iones pueden entrar y salir por

medio de estos canales y la magnitud de la conductancia de la membrana es de 108 s/m.
Desde esta perspectiva estructural de la membrana, la difusion de iones y moléculas en

el entono celular juega un papel importante en presencia de campo eléctricos.

Cgop Ccell Ccell Cgap

ELECTRODO CELULA CELULA

Figura 11. Modelo de ECIS. a) simplificacion del modelo b) en donde Rgap y Cgab es la resistencia y
capacitancia de distancia del electrodo a la célula respectivamente, Cd es la capacitancia de electrodos

con el citosol, Rsol es la resistencia de citosol.
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Las moléculas y los iones que participan en las actividades eléctricas de la célula, se
encuentran regidas por el proceso de la difusion y su origen de energia térmica. No se
requiere un campo eléctrico para que se produzca difusion, ya que la difusion no es un
fendbmeno eléctrico. Mas bien, la difusion surge como consecuencia del pronunciado
movimiento aleatorio de las moléculas, el cual se produce a temperaturas ordinarias. Por

lo cual la descripcion de la difusion esta regida por una ley sin parametros eléctricos.

La ecuacion 1 que describe la difusion es la ley de Fick.

Ja = —DVC (1)

Donde C es la concentracion de las sustancias en funcién de la posicion de las
particulas de la sustancia, D es una constante de proporcion, también llamada
constante de Fick. J4 es el numero de particula, que en este caso se refiere a los
iones que se mueven en una cierta concentracién por unidad de tiempo al cruzar

una seccion (lguchi & J. llegbusi, 2014).

2.3.6. Activacion eléctrica en la osteogénesis

Desde un par de afios se han realizado diversas investigaciones sobre los efectos que
desencadenan los estimulos eléctricos durante el proceso de regeneracion en diversos

tejidos, la mayoria estan enfocados en tejido cardiaco, nervioso, muscular y 6seo.

Los estimulo eléctrico se pueden clasificar por la forma en que estos interactuan con las
células, existen tres tipos de estimulaciones: estimulacién de corriente, estimulacion de
campo magnético y estimulacion de campo eléctrico. La estimulacion de corriente

eléctrica se basa en la interaccién directa del paso de electrones a través de un medio
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de cultivo, la estimulacién de campo magnético se basa en la aplicacidn de campos
magneéticos sin contacto directo, en este tipo de experimentos, se emplean inductores
senoidales o toroidales. La estimulacién de campo eléctrico se realiza cuando al cultivo
se encuentra entre dos placas con un voltaje determinado, donde el medio de cultivo
tomara la funcién de medio dieléctrico, en este caso se puede emplear de forma directa

o indirecta.

Un trabajo realizado por Marie Hronik Tupaj en el 2010 en la Universidad de Tufts en
Medford, Estados Unidos, sobre la diferenciacion osteoblastica y la respuesta al estrés
de CTM que fueron expuesta a campo eléctrico alterno de 20 mV/cm con una frecuencia
de 60 KHz y una duracion de 40 minutos de forma diaria hasta el dia 28 (Figura 12), han
mostrados que la células incrementan la diferenciacion osteogénica, esto debido al

aumento de estrés.

Osciloscopio

Generador de Funciones
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Figura 12. Modelo experimental de la aplicacién de campo eléctrico a cultivos celulares. En
la imagen se muestra el disefio del sistema de estimulacion de campo eléctrico para el cultivo celular. A)
se presenta el recipiente donde se realiz6 el estudio y en el podemos encontrar las varillas que permitieron
crear el campo eléctrico. B) Sistema de estimulacion. C) esquema del posicion de las varillas respecto al

cultivo, D) ubicacion de los focos de los cultivo.
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Al concluir su experimento, formularon una nueva idea acerca del mecanismo involucrado

en la estimulacion con base a sus resultados (Figura 13).

A B Acoplamiento Capacitivo

del Campo Eléctrico
'
+ '
a 1

., i
+ Cancles «
i '
. 2 !
. 2 P!
+ N ’
Membrana Celular '
+

Membrana Celular

Figura 13. Esquema de los efectos bioldgicos por la presencia de campo eléctrico. En lafigura
se muestra una nueva idea acerca de como afecta la electroestimulacién al mecanismo de la osteogénesis.
A) proceso estandar de la osteogénesis. B) Proceso de la osteogénesis afectado por el campo eléctrico,
en el cual podemos decir que el cultivo trabaja como un capacitor que almacena carga a través de las
varillas del sistema de estimulacion lo que provoca un una mayor proliferacion, expresion de otros genes

debido al choque de estrés, consecuencia del cambio de temperatura.

También se ha realizado un estudio acerca del efecto sinérgico de la electroestimulacion
exogena y endogena en la diferenciacion osteogénica de CTM humanas sembradas en
andamios de seda realizado por Anil s. Cakmak, Sonner Cakmak, entre otros. El objetivo
del estudio fue investigar el potencial de diferenciacion osteogénica de (CTM) cultivadas
en andamios de seda en respuesta a diferentes modos de electroestimulacion, lo
estimulos fueron de 60 KHz, con valor de 100 a 500 mV/cm y en presencia de
compuestos moduladores de electrofisiologia (monensina y glibenclamida, que son
efectivos en canales de voltaje regulados en la membrana celular) en este estudio los
investigadores concluyeron que “Los campos eléctricos y los agentes farmacoldgicos
dirigidos a los canales idnicos se pueden usar como alternativas a la estimulacion

mecanica y factores de crecimiento en los resultados de regulacion de células y tejidos.”
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Al comparar estos estudios podemos notar que en ambos, la corriente eléctrica influye
en cultivo al cambiar el comportamiento interno del medio, y este repercute en un
aumento de la proliferacion y a su vez realiza cambios quimicos debido a la energia 'y a
la electroforesis, al existir reacciones quimicas las caracteristicas de fisicas del medio
también cambian. Estos cambios también se notaron en un experimento realizado por
Juan li Yan, Jian Zhou, et al. En este estudio en el cual se aplicaron campos magnéticos
alternos de 0.6 a 3.6 mT con una frecuencia 50 Hz, a las células osteblasticas,
diariamente durante un lapso de 90 min durante 3 dias, en condiciones normales de
proliferacion. Segun los resultado los cultivos expuesto con campos magnéticos
obtuvieron mayor proliferacion y calcificacion, sobre todo en los valores de 0.6 mT ,1.8
mT y 3.6 mT. En otro estudio parecido realizado por jian Zhou, Lei-Guo Ming, Zhe wei y
et al emplearon valores parecidos, con la diferencia en la duracién del estimulo y duracion
del experimento. Emplearon duraciones de 30 min diarios durante 15 dias en condiciones
normales de proliferacion. Obtuvieron mayor proliferacion y calcificacion en los valores
de 1.8 mT y 3.6 mT. También se mostro la presencia de mayor cantidad de células que
expresaban Bmp-2.

Los procesos que son afectado por el EMF (campo electromagnético) incluye la
migracion celular, proliferacion, expresion de factores de crecimiento, sefales de oxido
nitrico y mas. Los efectos que se han demostrado son empleados en rango de 30 a 300
KHz y de baja frecuencia de 3 a 30 Hz.

A continuacién se muestra un resumen de (Fisher, 2015) las pruebas realizadas con
campos electromagnético en cultivo celular y los efectos a los que se le relaciono (Figura
14) .
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ESTIMULACION BIOQUfMICA/BIOFfSICA

BIOLOGICA: Bacteria, Virus,
Parasito,

FISICA: EMFs,
Radiacién

Curacion de Heridas
Regeneracién

Diferenciacion Deseada
Crecimiento Deseado

Homeoéstasis

MICROAMBIENTE/NICHO DE CELULAS
TRONCALES
Citocinas, Moléculas adhesivas celular, Matrix

Extracelular, Factores de crecimiento . .
QUIMICA: Toxinas/

Contaminacién Quimica

OTROS: Estrés, Trauma,

N~ Vo

— . S S Lesién

-l

Senales de Factores Trépicos
de retroalimentacién

\\@

4 \
4

Carcinogénesis
Crecimiento Patolégico
Diferenciacién no Deseado
Formacién de Teratomas
Degeneracién

Figura 14. Microentorno de las células troncales. El resultado total de los factores fisicos, quimicos

y biolégicos pueden contribuir en el desarrollo de la regeneracion o en enfermedades degenerativas (How

electromagnetic fields can influence adult stem cells: positive and negative impacts, 2016, Aleksandra

Maziarz ).

En la Tabla 4 se muestran otros experimentos realizados con campos magnéticos.

Tabla 9. Experimentos realizados con campo magnéticos expuestos a células en proceso osteogénico. Los

experimentos muestran que el tipo de campo y tiempo de estimulaciéon pueden afectar de forma directa la

presencia de matriz extracelular y expresion de genes.
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Tipos
de
células
troncal
es

BM-
CTMs
(origen
fetal)
ASCs

BM-
CTMs

BM-
CTMs

BM-
CTMs

BM-
CTMs

BM-
CTMs

BM-
CTMs

BM-
CTMs

Caracteristicas del campo
electromagnético

Estimulacion Senoidal

Densidad del flujo
magnético= 20 mT
Frecuencia= 50 Hz
Densidad del flujo
magnético= 1mT
Frecuencia= 30/44 Hz

(Efectos positivos)
7.5 Hz ( Efectos negativos)

Duracion
de la
exposicion

12 por dia,
durante 23
dias

8h por dia

Estimulacion cuadratica (Pulsaciones)

Densidad del flujo
magnético= 1.1 mT
Frecuencia= 30/44 Hz

(Efectos positivos)
7.5 Hz ( Efectos negativos)

Densidad de
magnético: 1.8 - 3 mT

flujo

Tiempo de pulsacion de 300
us, Frecuencia = 7.5 Hz
Densidad del
magnético= 0.13 mT

flujo

Tiempo de pulsaciéon = 1 s
Tiempos de relajacién = 5
ms

Densidad de flujo magnético
=0.1mT

Frecuencia =15 Hz

Tiempo de pulsaciones = 1
us

Tiempos de relajacién = 5
ms

Densidad de flujo magnético
=0.1mT

Frecuencia 15 Hz

Numero de pulsaciones = 20
Tiempos de relajacion = 4.5
ms

Densidad de flujo magnético
=1.8 mT(incremento de 0 al
1.8 mT cada 200 ps en paso
y acenso de 0 mT en 25 ps
durante cada pulsacion)
Frecuencia 15 Hz

Numero de pulsaciones= 20
Tiempos de relajacion= 4.5
ms

Densidad de flujo magnético
=1.8 mT(incremento de 0 al
1.8 mT cada 200 ps en paso
y acenso de 0 mT en 25 ps
durante cada pulsacion)
Frecuencia 15 Hz

30 minutos
al dia por
21 dias

8 horas por
14 dias

2 hora al
dia por 14
dias

Exposicion
continda.

Exposicion
continda.

8 hora
cada dia
durante el
periodo de
cultivo

8 hora
cada dia
durante el
periodo de
cultivo

Tipo de
diferenciacio
n

Osteogénesis

Osteogénesis

Osteogénesis

Osteogénesis

Osteogénesis

Osteogénesis

Osteogénesis

Osteogénesis

Osteogénesis

Efectos de estimulacion

1.- Decremento del metabolismo y el crecimiento
del CTM.
2.- No afecta a la diferenciacion

1.-Alteracion en la expresion a nivel ALP

2.- Alteraciébn en niveles de diferenciacién
osteogénica.

3.- alteracion el la expresion de marcadores
osteogénicos

4.- Aumento de la mineralizacién de matriz
extracelulares.

1.-Alteraciones en los genes morfoldgicos.

2.- incremento de la expresién ALP y incremento
de los marcadores de actividad osteogénica.

3.- Estimulacién de diferenciacion osteogénica.
4.- Mejora de la mineralizacion de la matriz
extracelular.

1.- Aceleracion de la proliferacion celular

2.- Alteracion en el ciclo celular.

3.- Incremento del nivel de expresion del ALP.
4.- Mejoramiento de la  diferenciacion
osteoblastica.

1.- Dependencia del tiempo a la alteracion en la
taza de proliferacion.

2.- Estimulacion de la expresién de la actividad del
ALP al séptimo dia.

3.-Mejoramiento de la expresién de genes
osteogénesis (Runx2/Cbfal y ALP ) durante la
diferenciacién osteoblastica

1.- Incremento de la mineralizacién de la matriz.
2.- Actividad del ALP sin alteracion.

3.- Aumento de los reguladores de los marcadores
genéticos de la ostreogénesis (BMP-2, OC, OPG,
IBSP, MMP-1, MMP-3.

4.- Estimulacién de la osteogénesis.

1.- Incremento de la tasa de viabilidad

2 .- No provoca efecto de osteoinduccion

1.- Mejora la tasa de proliferacion.
2.- Incremento de la densidad de las células.
3.- Alteracion del ciclo celular.

1.- Incrementa la proliferacién celular.

2.- Incrementa la expresion y actividad de la ALP.
3.- Dependiente del tiempo alterando los
marcadores de la osteogénesis (BMP-2, Cbfa 1,
COL |, OC)

Mejoramiento de la mineralizacion de la matriz
extracelular

Referencias

Yanetal.2010
(38]

Kang et al.
2013 [6]

Lou et al
2012[7]

Tsa et al
2009
Jansen et al.
2010 [41]

Kaivosoja et

al. 2015 [47]
Sun et al
2009 [21]
Sun et al
2010 [33]
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BM-
CTMs/
ASCs

BM-
CTMs

ASCs

Numero de pulsaciones = 10
Tiempo de pulsaciones =
1.3ms

Densidad de flujo magnético
=1.5mT

Frecuencia = 75 Hz

Tiempo de relajacion = 4.5
ms

Numero de pulsaciones = 20
Densidad de flujo magnético
= 1.6 mT incremento de 0 al
1.8 mT cada 200 ps en paso
y acenso de 0 mT en 25 ps
durante cada pulsacion)
Frecuencia 15 Hz

durante el
tiempo de
diferenciaci
6n (28 dias)

Osteogénesis

8 horas al
dia por 24
dias

Osteogénesis

Pulsaciones EMF y simples pulsaciones EMF

PEMf>
Tiempo de
67.1ms
Numero de pulsaciones= 21
Tiempo de la pulsacion =
5.61ms

Densidad de
magnético = 2mT
Frecuencia = 15 Hz

relajacion =

Flujo

SPEMF

Tiempo de explosiéon =5 s
Numero de pulsaciones = 30
Tiempo de pulsaciones = 5
ms

Densidad de flujo magnético
=1T

PEMF= 8 | Osteogenico/
h/dia condrogenico
SPEMF =3

min/dia

1.- Incremento de la actividad de ALP.

2.- Incremento de la expresién Oc.

3.- Inducciéon ASC de la diferenciacion
osteogénica.

4.- Mejoramiento de la mineralizacion de la matriz
extracelular.

1.- Incremento dela sinergética dela actividad del
ALP por arriba del la BMP-2

2.- Mejoramiento de la estimulacion a efecto de la
BMP-2 en OC.

No afecta en la vialidad celular
Incrementa la deposicion de la matriz cartillasinos
con ambos estimulos.

Mejora la expresién de genes de condrocitos
(SOX-9, COL Il'y agrecano) en ambos casos.

Mejora la expresion de genes matriciales de
hueso(OC, COL 1) solo con la PEMF

2.3.6. Efecto de los campos magnéticos en las células

Ongaro et al.
2014[49]

Schwartz et
al. 2008[40]

Para entender los efectos de los campos magnéticos sobre la célula, se tienen que

conocer los tipos de materiales que existen segun su efecto sobre el campo magnético.

Existen 3 clasificaciones: ferromagnético, paramagnético, diamagnéticos.

Los ferromagnéticos son aquellos materiales que al exponerse al campo permanecen

magnetizadas por un tiempo prolongado, esta caracteristica dependiendo del material,

ejemplos de estos materiales son el neodimio, hierro, aleaciones que contenga niquel,

cobalto o elementos de la familia de las tierras raras. En la naturaleza existen estructuras
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que poseen magnetitas, éstas se presentan en especies que emplean los campos

magneéticos para poder orientarse.

Los paramagnéticos son materiales que se magnetizan en presencia de campo
magnético y tienden a decaer en cuestion de segundos. En la naturaleza, esta propiedad

la exhiben estructuras proteicas o moléculas que posean metales en su estructura.

Los diamagnéticos son materiales que crean un campo magnético proporcional y de
sentido opuesto en presencia de un campo magnético externo, por lo que estos
materiales atenuan la intensidad del campo magnético. Esta clase de material se

encuentra en muchos organismos, sin embargo, son diamagnéticos débiles.

En diversas investigaciones se han demostrado que los materiales con organizacion
polimérica en forma de tubos presentan caracteristicas diamagnéticas y se alinean con
el campo magnético. En la figura 15 se muestran ejemplos de estructuras tubulares que

se alinean en presencia de un campo magnético.

a:a-Hélicc b) a-Hélice c g

~4

-

<

e /%

AEL .

e
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¥
» -
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[}
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o

Figura 15. Estructuras biolégicas con propiedades diamagnéticas. Cadenas proteicas que
presentan estructuras a-helice (a), (b) y (c). Los microtubulos del citoesqueleto también son afectados por

el campo magnético (d).
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De una forma general los campos magnéticos afectan diferentes componentes celulares
como son las membranas, citoesqueleto, mitocondrias y al nucleo como se observa en la
Figura 16 de Zablott et al, 2016.

FUENTE DE Receptores -
CAMPO Canales Ionicos
MAGNETICO

Figura 16. Esquema general de los efectos del campo magnético en la célula y sus posibles
aplicaciones. Los campos magnéticos poseen diferentes efectos que al ser controlados poseen
potenciales aplicaciones en el area medica como el tratamiento de tumores, modulacion de la respuesta
inmunoldgica, tratamiento a enfermedades neurodegenerativas, Ingenieria tisular, terapia con células

troncales.

En cultivos celulares se han mostrado que las células se orientan a favor del campo
magneético, se han realizado pruebas en eritrocitos. En el experimento emplearon campos
de 1 Ty 8T. Las células se organizaron a diferentes grados dependiendo de la intensidad,
la células estimuladas por 8 T poseian mayor cantidad de células orientas a comparacion
con el control y las células estimuladas con 1 T. Estos tipos de pruebas se han realizado
con diversas estirpes y el resultado es variable tanto en funcidn de la intensidad como

en duracion del estimulo. Las células se orientaron como se muestra en la Figura 17.
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+ 8 T SMF con direccién normal de campo sobre el papel

Control

Figura 17. Orientacion de Eritrocitos. En esta imagen se aprecia que el efecto de campos sobre la

células es notorio.

2.3.6.1. Efectos magnéticos en la membrana celular

La presencia de campo magnético permite que los fosfolipidos de la membrana se

reorienten permitiendo que los canales i6nicos posean una alta afinidad. Esto se debe a

la presencia de mayor cantidad de iones y ordenamiento de las estructuras de la

membrana. El estimulo produce que las células posean mayor cantidad de canales

aumentando la permeabilidad a ciertas moléculas. Al paso del tiempo la membrana

aumenta su rigidez, debido al estrés que sufren (Figura 18).
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Figura 18. Efecto del campo magnético en células neuronales. La presencia de campo magnético
modifica la estructura de membrana permitiendo que los iones puedan atravesarla con mayor facilidad.
Muestra que la membrana cambia su estructura después de 3 dias disminuyendo el paso de iones. Se le
ha relacionado el incremento de la actividad NEU3 y el decremento de ST3GAL5 al producir

lactosilceramida(LacCer) a partir de Ganglioside (GM3).

Los campos magnéticos estaticos para estimulacion se clasifican dependiendo del nivel
de intensidad. Se clasifican en bajos (< 1 mT), moderados (1 mT —1 T ), fuertes (1 — 20
T) y ultra fuertes (> 20 T). (Huizhen Wang, 2017).

2.3.6.2. Efectos magnéticos a nivel cromosoma y ADN.

Los cambios genéticos son uno de los aspectos mas estudiados, esto se debe a su
importancia en el estudio de la diferenciacion celular. La activacion de genes es el
principal factor a estudiar cuando se quiere verificar si una célula se diferencia a un
determinado linaje. Las células se pueden diferenciar de forma directa y/o indirecta a
partir de estimulos eléctricos, lo que representa una modificacién en el ADN de las
células. Por lo cual, una de las grandes preocupaciones en la estimulacion eléctrica, son
las mutaciones o lateraciones genéticas que son perjudiciales para el paciente e
impredecibles. Ante esta duda, se han realizado experimentos en los cuales muestran
que los estimulos eléctricos aumentan la sintesis de ADN pero no hay mutaciones debido
a campos estaticos. Sin embargo, podrian causar dafos a nivel ADN debido a la cantidad
de energia que liberan. Los experimentos realizados con 7 T empleando SMTs mostraron
que la estructura de ADN no resultan dafada. En el 2014 el investigador Teodori encontré
que el daino en el ADN causado por una radiacion X podria prevenirse con una exposicion
de 80 mT SMT. Se piensa que SMT provee el potencial perdido de la membrana

mitocondrial debido a los rayos X.

2.3.6.3 Efectos intracelulares por especies reactivas de oxigeno (ROS).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son radicales de alta activacion, iones y

moléculas que poseen un electron no apareado en su capa mas externa. ROS
pag. 45



incluye oxigenos libres ( O2-, -OH, NO- , etc. ) y no radicales (H202, N2O2, ROOH,
HOCI, etc. )

Se sabe que los niveles bajos de ROS pueden actuar como una sefalizacion molecular,
especialmente como oxidante de grupos tiol en proteinas, modificado su estructura y sus
funciones, también es responsable de activar algunas reacciones en cascada en repuesta
a expresiones génicas, proliferacion celular, apoptosis y otros procesos intracelulares.
Cuando ROS se encuentra en niveles elevados dentro de la célula, afecta moléculas
proteicas, lipidos y ADN, interrumpiendo procesos normales de la célula. Se han
realizado comparaciones entre células sanas y ceélulas cancerigenas, lo resultados
revelaron que ROS, dependiendo del nivel ROS puede disminuir la velocidad de
crecimiento de células cancerigenas.

Las ROS estan presentes en los procesos fisiologicos, la formacion de ROS pueden ser
enzimatico y no enzimatico. En el organismo se produce principalmente Og, el cual se
genera durante la respiracion y la formacion de ATP en la mitocondria. Por lo que los
ROS son moléculas presentes dentro de las actividades celulares. La eliminacion de ROS
se da en procesos de desintoxicacion enzimatica como el Superoxido dismutasa (SOD)
y en procesos no enzimaticos incluyendo la glutation (GHS), vitaminas A, C y E cuyas
funciones son disminuir la oxidacion y el estrés oxidativo. Los niveles de ROS en el
organismo desempefia un papel importante en la diferenciacion celular (Wang & Zhang,
2017).

Los ROS son efectos secundarios de los campos magnéticos, esto se debe a la energia
que transmiten debido al cambio de moléculas, como se discutira en el capitulo 3. El
estrés oxidativo es una consecuencia directa del aumento de ROS en los nichos celulares
que da como resultado la diferenciacién celular en osteoblastos como fue mencionado
en el apartado 2.3.6. Los ROS tienen una amplia relacién con el cambio de pH y produce
cambios en la selectividad de la membrana celular (Wang & Zhang, 2017) (F. Brown,
Chawla, & M.D.C. Perera, 2017).

2.3.6.4. Efecto en ATP y calcio.
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En el 2008 Buchenko y Kuznetsov reportaron interacciones magnéticas en la sintesis de
ATP in vitro. Ellos encontraron que la sintesis de ATP puede incrementar
significativamente debido a las SMTs de 55 y 80 mT en presencia de iones de magnesio
(Mg*?). Este fenomeno depende de la intensidad, tiempo de exposicion y del tipo de
células.

Otra sustancia afectada por el campo magnético, es el calcio, este elemento es
considerado uno de los iones mas importante debido a su participacion en la activacion
de diversas rutas fisiologicas y especialmente como molécula transductora en diversas
vias de sefalizacion. La presencia de calcio en cultivos de CTMs, contribuye a la
diferenciacion osteogénica, mientras la presencia de calcio dentro de la célula produce la
diferenciacion a células de musculo esquelético (Huizhen Wang, 2017).

2.4. Caracteristicas Eléctricas

La corriente eléctrica es un fendbmeno fisico que describe el comportamiento de un flujo
de electrones que pasan a través de un area determinada. La corriente no es la unica
variable que define el comportamiento de los cargas. Por otra parte, el voltaje describe la
fuerza que se emplea para mover un conjunto de cargas, la resistividad y la conductividad
como propiedades intrinsecas que poseen los materiales, ambas estan intimamente
relacionadas, ya que una es la inversa de la otra; por lo cual la conductividad se puede
definir como la facilidad que tiene el material de conducir cargas eléctricas y las
resistividad es la dificultad que tiene la corriente de pasa a través de un material (T. Ulaby
& Ravaioli, 2015).

Existen otras variable que definen el comportamiento de las cargas, dichas variables son
descritas dependiendo del tipo de corriente, las cuales son corriente directa (CD) o
corriente alterna (CA). La Figura 19 se muestra la morfologia de la sehales y sus

caracteristicas en la Tabla 4.
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Figura 19. Tipos de corriente. La linea azul representa la corriente alterna que varia su amplitud en
funcion del tiempo. La linea roja es la corriente directa la cual su mantiene su valor de forma continua

durante un lapso de tiempo.

Tabla 10. Caracteristicas de la corriente alterna y directa. La variacion de la amplitud representa un
aumento de factores que pueden llegar a definirla

CD CA

e Valor constante. e Valor que cambia en funcion del
e Amplitud tiempo.
e Puede estar en funcion de Amplitud
voltaje o corriente Frecuencia
Fase
Forma de onda
Puede estar en funcion de voltaje
o corriente
e Periodo

pag. 48



A partir de esta primera clasificacion la teoria electromagnética nos dice que al existir una
corriente eléctrica, también existe un campo magnético y que estan intrinsecamente
relacionados. Por lo cual, un aumento o disminucion de la amplitud, frecuencia u otro

valor afecta a los otros dos de la misma manera.

Como se menciono6 anteriormente, la corriente eléctrica es la sumatoria total acotada de
forma lineal, superficial o volumétrica. Las densidad de corriente conocida como J
representa la densidad de cargas que se mueven a través de area dentro de un medio
polarizado (Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017). La direccion de la corriente
convencional esta determinado por la polarizacion del material, como se mencionara en
el capitulo 4. Esto quiere decir, que la corriente parte del gradiente positivo al gradiente
negativo, cuyo sentido es opuesto a la trayectoria de los electrones, los cuales viajan del

punto mas negativa del conductor hasta el punto mas positivo como se visualiza en la

Figura 20.
-~
. %
B —m-

por comvencio

~ ] ||+

Figura 20. La direccién de la corriente convencional. La corriente se puede entender como aquel

flujo de cargas positivas que compensa el flujo de electrones que van en sentido opuesto.
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Como se sabe, el movimiento de un cuerpo como en este caso un conjunto de particulas
requiere un energia para poder transportarse, esta energia se le conoce como voltaje o

tension eléctrica y su unidad es el volts (V) (Ecuacion 2).
Vap = [, E.dl = EL 2)

Donde Vasg el tension almacenada entre el punto Ay B. E es el campo eléctricoy | la

distancia mas corta entre Ay B.

La presencia minima de dos cargas eléctricas produce atraccion entre ellas, el valor de
la Fuerza de atraccion esta definida por la ley de Coulomb. La cual dice: “la fuerza entre
dos cargas es directamente proporcional a las magnitudes de las cargas e inversamente
proporcional al cuadrado de la distancia que las separa”. El comportamiento de las cargas

se puede visualizar en la Figura 21 (T. Ulaby & Ravaioli, 2015).

F Fy
F, Fn@
r
q9.9;
F,=F,= k r2

Figura 21. La ecuacion de Coulomb. Describe el comportamiento de la atraccion de las cargas a partir
de la distancia r, las caracteristicas eléctricas del medio implican emplear la constante de Coulomb (k), y
con la proporcion de las cargas (gxq), considerando que el valor negativo significa atraccion y positivo

repulsion.

El comportamiento de la fuerza del campo eléctrico se puede apreciar, como la

interaccidn de dos o mas campos de diferente cargas (Figura 22).
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Figura 22. Las Fuerzas de coulomb. Describen la atraccién que pueden poseer dos o mas cargas en

un mismo medio.

Para solucionar problemas referentes al campo eléctrico originado por una corriente
eléctrica constante, se requiere emplear otro tipo de leyes y estos dependeran de la
perspectiva del problema, la mas conocidas se encuentra la ley de gauss, la cual nos
dice: “El flujo del campo eléctrico a través de cualquier superficie cerrada es igual a la
carga q contenida dentro de la supetficie, dividida por la constante £” (T. Ulaby & Ravaioli,

2015). Matematicamente se visualiza como (Figura 23) (Ecuacion 3):

ExS = q/¢ (3)

Donde E es el campo eléctrico, S es la superficie total de la figura, q es la carga total que

contiene la Figura 23 y & es la permitividad eléctrica, la cual describe la propiedad que
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tiene el material para atenuar la intensidad del campo eléctrico (T. Ulaby & Ravaioli,
2015).

Figura 23. La ley de Gauss. Se puede visualizar como una carga encerrada en una figura o superficie,
la cual puede variar dependiendo de la necesidad del problema

Existe una familia de férmulas empleadas para la descripcion de la interaccién de las
cargas. Estas ecuaciones son las ecuaciones de Maxwell. Las cuales estan compuestas
por las leyes de Faraday, Gauss, Ampere y del flujo del campo magnético (tabla 5)
(Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017).

Tabla 6. Leyes de Maxwell. Las cuales pueden emplear de forma integral o diferencial.

Forma Integral Forma Diferencial
Ley de Gauss #S D.dS=q (4 V-D=p (5
Ley de Farada g7 — _ 9 rp.qc = dB
Y Y ﬁ;E dL = atffsB as (6) v XE=—E (7
Flujo del campo Magnético ¢ B-dS =0 (8) V-B=0 (9)
S
hY —_— =N a —_— —_— N N -
Ley de Ampere §H-dl=1+7[[,D-dS (10 vxHA=]+2 1)

Las leyes de Maxwell (Ecuacion 4-11) se pueden describir de dos manera distintas la

forma integral, empleado para representar la ecuacion en funciéon de la distancia o
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superficie cerrada. Y de forma diferencial en funcidén de la variacion en tiempo o en un

espacio fisico (T. Ulaby & Ravaioli, 2015).

2.4.1. Ley de Gauss

Como se ha mencionado anteriormente, esta ley visualiza a la carga dentro de una figura
para obtener el campo eléctrico al emplear la permitividad eléctrica, esta ecuacion se
puede apreciar desde otra perspectiva como lo muestra la figura de las ley de Maxwell,
en este caso la funcién de un la densidad de flujo eléctrico (D), €l cual se define como la
cantidad de flujo eléctrico (¥.), €l cual expresa la cantidad de flujo eléctrico que pasa por
una area, originado por un campo eléctrico que pasa a través de un superficie definida
(S). Como se aprecia en la Figura 23.

Y de forma diferencial dice que el comportamiento del campo eléctrico en un determinado
medio posee diferentes valores para cada punto espacial, en otras palabras la distancia
y la relacion del punto de analisis con la ubicacidn de la carga afecta al valor del campo
eléctrico en dicho punto, por lo cual dentro de un determinado medio el campo eléctrico
cambia de intensidad dependiendo de su origen geografico, a este cambio se le conoce
como divergencia del campo eléctrico. La ecuacion de Gauss se visualiza en funcion de

la divergencia del campo eléctrico como en un mapa de nivel (Figura 24).
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Figura 24. La ecuacion de Gauss en forma diferencial. Se visualiza como un conjunto de flechas
que divergen desde las cargas y que simbolizan las lineas del campo eléctrico, la interaccion de los campos
eléctricos se definen con la direccion de los gradientes, y la fuerza de campo eléctrico se simboliza con el
cambio de color de las flechas y la aparicion de niveles de intensidad que describen lineas equipotenciales

(rutas que no poseen cambio en su valor eléctrico).

2.4.2. Ley de Faraday

El postulado de la ley de Faraday dice que “la intensidad del campo eléctrico en un region
de densidad de flujo magnético variable en el tiempo, es por consiguiente no conservativo
y no se puede expresar como el gradiente negativo de un potencial escalar’, en otras
palabras la variacion del campo magnético implica un cambio del campo eléctrico y
ambas funciones no se expresan como un valor absoluto, sino como una ecuacion que
las relaciona en funcion del tiempo y del sentido del gradiente, el cual implica ubicarlo en
un medio fisico que la defina. Esta se emplea en su forma integral (Tabla 5), cuando se
requiere ver el problema desde un perspectiva de la distancia recorrida por el campo
eléctrico en funcion del campo magnético que varia en el tiempo.

Esta ecuacion también se emplea para determinar la fuerza electromagnética (F.E.M),
que se utiliza para producir movimientos mecanismos a partir de la interaccion de cargas

eléctricas (Figura 25) (T. Laurencin, Khan, & Veronick, 2014).
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Figura 25. La ley de Faraday. Con la ecuacion de Faraday se puede pensar en cuatro casos posibles,
estos casos demuestran en primer lugar el papel que desempena la direccién y sentido del campo
magnético y eléctrico. El cambio de la direccion de la corriente implica un cambio de sentido en la F.E.M.

y viceversa.

La ecuacién en forma diferencial (Figura 23) muestra que el campo eléctrico y el campo
magneético son fendmenos perpendiculares que se influyen de forma espacial, como se

ha mencionado anteriormente también influye la diferencial del tiempo (Ecuacién 12).

" o8
VXE:E (12)

2.4.3. El Flujo del campo magnético.

El flujo magnético es un fendmeno que converge (Figura 26), es decir, toda sus lineas de
flujo cambiaran su direccidn para poder reencontrase, a diferencia del campo eléctrico
que es un fendmeno que siempre diverge. Las ecuaciones se representan tanto en
forma integral, como diferencial (Tabla 6), dicen que el flujo del campo magnético inicia
y termina en el mismo punto. Ambas ecuacion ven al problema desde diferentes puntos
de vista. En la integral se visualiza como una carga encerrada en una figura y de ella no

existe ninguna linea de flujo que no regrese a su punto de inicio; en la forma diferencial
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se habla de la trayectoria que siguen dichas lineas de flujo (Lépez Rodriguez,
2013)(Figura 26).

Corriente I ?
eléctrica

—

\ //
Cam po

mdt’nulu)

% =

Figura 26. La direccion del campo magnético. El flujo de campo magnético es perpendicular al flujo

e

de la corriente eléctrica (Regla de la mano derecha).

2.4 .4 Caracteristicas eléctricas de los materiales:

Permitividad eléctrica relativa (&/): Es un parametro eléctrico que se caracteriza por
afectar la intensidad del campo eléctrico dentro de un medio comparado con el efecto de
la permitividad eléctrica del vacio (Ecuacion 13).

€ =¢g- & (13)

Cuando un medio posee mayor permitividad eléctrica, se puede afirmar que dicho medio
disminuye el efecto del campo eléctrico al disminuir su intensidad, en el caso contrario
mientras la permitividad tiende a 1, el campo eléctrico tendera a permanecer constante
en el medio (Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017).
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Resistividad (p): Es una caracteristica intriseca del medio que cuantifica la oposicion del

material al paso de la corriente eléctrica. Su inversa se llama conductividad (o) y se

describe como la cuantificacion de la facilidad que tiene el material de conducir la
corriente eléctrica (Ecuacion 14).

p=1/c (14)

Cuando la resistividad p tiende a 0 es un conductor perfecto, pero cuando la resistividad
tiende a infinito se trata de un dieléctrico perfecto (Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017).

La conductividad se calcula a parti de la siguiente ecuacion (Ecuacion 15):

'
0= (15)

Donde 1 que la longitud del material, R la resistencia y S el area transversal.

Impedancia (Z): La impedancia se presenta con un numero complejo (R«[) él cual posee

un parte real llamada resistencia (R), dicha resistencia se diferencia de la resistividad por
ser una caracteristica extrinseca , por lo cual la resistencia esta definida por las

dimensiones del medio (Ecuacion 16).

R=p/A (16)

La segunda parte de la impedancia representa el valor imaginario (), este describe la
diferencia del angulo o fase que posee la sefial de entrada con respecto a la sefal de
salida, hablando estrictamente cuando se emplea corriente alterna, en caso contrario la

parte imaginario se vuelve 0 (Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017).

Permeabilidad magnética (u): Es una caracteristica analoga de la permitividad eléctrica
que afecta al campo magnético, es decir, la permeabilidad magnética del medio afecta a

la intensidad del campo magnético (Ecuacion 17).

K= Ho - Ky (17)
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Cuando el valor de la permeabilidad es mayor a 1 significa que el material deja pasar
con mayor facilidad el campo magnético y lo amplifica, cuando dicho material posee una
permeabilidad cercana a 1 su comportamiento es neutro. En caso contrario, cuando es
menor a 1 lo atenua (Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017).

Tiempo de relajacion (t): Es el tiempo requerido para que el medio deje de sentir los

efectos de la corriente (Ecuacion 18).

T=¢/0 (18)

2.4.5. Campos magnetostaticos

La Teoria electromagnética tiene tres ramas importantes, las cuales son la electrostatica,
la magnetostatica y la Dinamica. Cada una posee sus propias condiciones (Tabla 6). Para
la tesis se contemplo la electrostatica y la magnetostatica. Se emplean campos estaticos
cuando las cargas se encuentra suspendidas en un espacio geografico especifico, o en
caso que las particulas se muevan en una velocidad constante, de tal manera que la
densidad volumétrica de las cargas libres (pv) y la densidad de corriente (J) son

constantes en el tiempo (Mrozynski & Stallein, 2013).
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Tabla 7. Ramas de la Teoria Electromagnética. Para el estudios del comportamiento eléctrico es
importante contemplar el valor tiempo debido a que este factor describe comportamientos de mayor
complejidad (Liittgens, Llittgens, & Schubert, 2017)(Ecuacion 19 y 20).

Rama Condicién Cantidad de campo
(Unidades)
Electrostatica Cargas estacionarias Intensidad de campo
(9q/ot=0) eléctrico E (V/m)
Densidad de flujo eléctrico
D (C/m?)
D=¢E (19)
Magnetostatica Corrientes constates Densidad de flujo
(dllat=0) magnético B (T)

Intensidad de campo
magneético H (A/m)

B=pH (20)
Dinamica (Campos Corrientes variables con el E,D,ByH(E D)
variables con el tiempo) tiempo acoplados a (B ,H)

(l/at # 0)

Las principales leyes que rigen los campos magnetostaticos son: La ley de Biot-Savart y

la ley de Ampere .

2.4.6. Ley de Biot-Savart

La ley establece que el cambio de la intensidad del campo magnético dH producido en el
punto P, multiplicado por la corriente | al recorrer una longitud dl, es proporcional al
producto Idl y al seno del angulo a, que se encuentra entre un elemento y la linea que
une a P con el elemento, y es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia R
entre P y el elemento. Para esta ecuacion existen 3 maneras de usarla (K. Hobbie & J.

Roth, 2015) (Ecuacion 21, 22, 23):
pag. 59



Corriente lineal H={ o (21)
Corriente superficial H= &0 (92
Corriente Volumétrica. H= fd’;];f—’* (23)

2.4.6. Ley del Ampere

Esta ley se considera como una de las mas importantes, relaciona directamente el valor

del flujo magnético y el flujo de la corriente eléctrica en el tiempo (Ecuacion 24).
e _ 9 - N
$H-dl =1+ [D-dS (24)

Como se ha mencionado anteriormente, tanto en fuerza eléctrica como en campos
eléctricos, existe un elemento crucial para la determinacion de sus valores netos; es decir,
las propiedades eléctricas del medio. Estas propiedades pueden afectar dependiendo del
tipo de corriente que se este trabajando (Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017).

2.4.7. Densidad de Flujo magnético

La densidad de flujo magnético B es la cantidad de lineas magnéticas que origina un
campo magnético y se representa como el flujo magnético ¥m que pasa a través de una
superficie S. Y el flujo magnético es la cantidad de lineas de flujo que pasan a través de
un area. En la cual el flujo magnético (¥m) esta en webers (Wb) y la densidad del flujo
magnético estad en Wb/m? o Tesla (T). Las lineas de flujo magnético describen una

trayectoria tangencial a todas los puntos de un campo magnético. En un campo
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electrostatico, el flujo que pasa a través de una superficie cerrada es igual a la carga

encerrada, es decir (Ecuacion 25):
Y =¢D.dS = Q (25)

Debido a esto, es posible tener cargas aisladas y las lineas de flujo eléctrico no son
necesariamente cerradas. A diferencia de las lineas de flujo magnéticas estas siempre
se cierran sobre si mismas, recordando que esto se debe a que no se puede separar el
polo sur del polo norte de un material magnetizado (Toh, 2013).

2.4.8. Fuerzas y momentos de torsion magnéticos

La fuerza magnética de Fm es la fuerza que ejerce sobre una particula cargada, se mueve
a una velocidad u. La cual se representa con la siguiente ecuacion (Luttgens, Luttgens,
& Schubert, 2017) (Ecuacion 26) :

F,, = quxX B = quBsen 6 (26)

donde 6 es el angulo entre u y B. Cuando u y B forman un angulo de 90° (6 = 90?) el
vector Fn alcanza su maximo valor y cuando u con respecto a B forman un angulo de
180° (8 = 0° 0 180° ) posee una fuerza de 0.

Como se ha mencionado con anterioridad, los campos eléctricos y magnéticos no se
pueden aislar, la presencia de uno evidencia la existencia del otro. Por lo cual, las fuerzas
ejercidas por ambas se denomina fuerza electromagnética, la cual se representa con la

siguiente ecuacion (Ecuacion 27):
F, =F, + F,=qE + q(u X B)=q(E + u X B) (27)
La fuerza obtenida en la ecuacion anterior se conoce como fuerza de Lorentz. Las fuerzas

eléctricas y magnéticas presentan varias diferencias importantes (Toh, 2013) (Luttgens,
Luttgens, & Schubert, 2017).
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1.

Las fuerzas eléctricas siempre tienen el mismo sentido que el campo eléctrico. En cambio

las fuerzas magnéticas actuan de forma perpendicular al campo magnético.

Las fuerzas eléctricas actua sobre particulas estaticas o en movimiento. Y la fuerzas

magneéticas sold actuan sobre particulas en movimiento.

Las fuerzas eléctricas requieren de energia para mover una carga, en tanto la fuerza
magneética no. Esto se debe a que el campo magnético solo es capaz de cambiar la
direccion de las particulas, pero no su rapidez.

2.4.9. Las fuerzas de torsion

Es aquella fuerza que aplica el campo magnético a una carga en movimiento, la cual
desvia su trayectoria original, esta torsion esta dada por el producto cruz de la distancia
entre el eje de trayectoria original de la particula con respecto a la nueva trayectoria, a
esta distancia se le conoce como brazo de momento Y al producto cruz se le conoce
como momento de torsion, el cual esta dado en Nm (Luttgens, Littgens, & Schubert,
2017) (Ecuacion 28).

T =dXxF (28)

2.4.10. Potencial magnético vectorial

El potencial magnético vectorial es una caracteristica analoga a la diferencia de potencial
que produce un campo eléctrico (E= V V). Como se ha mencionado, los campo
magnéticos son convergentes, es decir, que V + B = 0. El potencial magnético vectorial
representa las lineas de flujo magnético que actuan en una cierta distancia, como se
representa de forma vectorial debido a que define la trayectoria del campo magnético en
un cierto punto (Ecuacion 29). El potencial magnético vectorial estd dado en Wb/m?
(L6pez Rodriguez, 2013).
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B=VxA (29)
Empleando la ley de Ampere B se sustituye por ud, donde A es el potencial vectorial

2.4 .11. Inductancia

El inductor es un dispositivo que posee la capacidad de almacenar energia similar al
capacitor, con la diferencia que este lo almacena en forma de corriente. El inductor tiene
la caracteristicas de mantener el valor de la corriente en el tiempo (Lopez Rodriguez,
2013).

La propiedad que tiene un material de mantener la corriente eléctrica se llama inductancia
(L), la cual puede ser autoinductancia que representa el enlace de flujo magnético de una
bobina o circuito consigo mismo; y la inductancia mutua, que implica la produccion de
una corriente en elemento a partir de la interaccion de un campo magnético de otro
elemento (Ecuacion 30). La unidad de autoinductancia es el Herios (H) y se puede

calcular con la siguiente ecuacion:
L=A/I (30)

2.4.12. Energia magnética
La energia magnética es analoga a la energia eléctrica y esta energia es la requerida
para llevar a un inductor con corriente desde cero a una corriente determinada. Se
expresa de la siguiente manera (Luttgens, Luttgens, & Schubert, 2017) (Ecuacion 31 y
32):

W= -LI? (31)

Y la densidad de energia magnética es igual a:
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__ 1pH?%y

Wm = ——— (32)

2.5.- Caracteristicas del Medio Celular.

Los medios celulares son medios artificiales preparados con componentes purificados o
de sustancias organicas. Este medio debe poseer caracteristicas fisico-quimicas ideales
para mantener los procesos fisiologicos de la célula.

2.5.1.- Caracteristicas Quimicas y biolégicas

Existen diversos tipos de medios celulares y cada uno se emplea de forma diferentes,
esto dependiendo de las necesidades que requieran cada uno de los estirpes celulares.
Los medio de cultivos poseen aminoacidos, vitaminas, glucosa, hormonas, factores de
crecimiento, antibidticos, anti fungicos, entre otros. El principal disolventes del medio de
cultivo es agua. Las moléculas de forma a partir de interaccion covalentes formando
grupos organos conformado principalmente de carbono (C), oxigeno (O), hidrogeno (H).
Las biomoléculas se caracteriza en forma estructuras complejas que se ordenan y se
constituye de interacciones de atraccidn eléctricas como los puentes de hidrogeno,
puentes disulfuro o fuerzas de Van der Waals, también conocidos como enlaces deébiles.

Aminoacidos: Son mondmeros que se conforman por una amino, un acido carboxilico, un
carbono a, hidrégeno y un radical, debido a su estructura posee 3 formas una idnica,
cationica y Zwitterion, por lo cual se puede comportar de forma neutra. Los aminoacidos
son los mondmeros para la formacion de péptidos, proteinas secundarias helicoidales -a
o laminas plegadas-, proteinas terciarias como muchas enzimas o estructuras
cuaternarias como la hemoglobina. La cual mantiene sus estructuras debido a enlaces
débiles. La proteinas son empleadas como moddulos receptores de moleculares

sefalizadoras.

Lipidos: Son estructuras hidrofébicas por lo que son moléculas no polares conformadas
por enlaces covalentes. Se pueden encontrar de forma saturada cuando no poseen doble
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enlace e insaturada cuando posee enlaces dobles. Estas se encuentra en la membrana

celular, en muchas hormonas y biosefales.

Bases nitrogenadas : Son monomeros conformado de una azucar y una base
nitrogenadas. Se caracteriza por posee un complemento, el cual se enlaza a través de
enlaces débiles. Son empleadas como mensajero e instructivo para la fabricacién de
biomoléculas dentro de las células en forma de ADN o ARN en cualquiera de sus tipos.

Carbohidrato: son estructuras conformadas de azucares, su principal uso es la
alimentacion y almacenamiento de energia, dentro del medio celular se encuentra en el

suero fetal bovino.

2.5.2.- Caracteristicas Fisicas

Como se ha mencionado con anterioridad la corriente eléctrica es la tasa de transporte
de carga que pasa por un punto especifico a través de un area determinada (1 A= 1 C/s).
Y respeta la ley de Ohm, la cual nos dice que la corriente que pasa a través de un material
es igual a la razén de voltaje que almacena con respecto a su resistencia eléctrica.

La ley anterior para el caso de los gases y los liquidos no funciona. Esto se debe a que
los portadores positivos y negativos que estan presentes en el medio. Por consecuencia,
la ley de Ohm se debe modificar en funcion de la densidad de corriente J (A/m?) (Ecuacion
33).

] = oE (33)

Existen diferencias de comportamiento molecular debido al estado de agregacion
de la materia. Cuando la materia es solida y existe presencia de campo eléctrico la fuerza
produce una aceleraciéon constante en los portadores. Pero en el caso contrario, cuando
el medio es liquido o gaseoso los portadores positivos y negativos colisionan, por lo que

se presentan cambios de direccion aleatorias. Esto se refleja en una velocidad constante
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de los portadores. La velocidad del corrimiento (U) es directamente proporcional a la

intensidad del campo eléctrico (Ecuacion 34).

Donde, e es la movilidad, se mide en m?/ V.s .

U =

2.5.2.1 Polarizaciéon de un dieléctrico

(34)

Los medios dieléctricos se polarizan en presencia de una diferencia de potencial

produciendo una densidad de flujo eléctrico D y un campo eléctrico E. Se puede entender

la polarizacion al analizar una molécula de un dieléctrico, el cual posee dos regiones de

cargas sobrepuestas una positiva y una negativa, como se observa en la Figura 27. En

presencia de una diferencia de potencial la region positiva se mueven hacia el gradiente

negativo creando un campo E en la misma direccion, mientras la region negativa se

mueve en sentido opuesto a él. A la separacidn entre las dos cargas se le llama

polarizacion y el nivel de polarizacidn se observa a través de la distancia entre las dos

regiones.
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Figura 27. Polarizacién de un medio dieléctrico. Los medio dieléctricos poseen una determinada

orientacion sin presencia de un diferencial de potencial (a) y cuando existe la presencia de potencial esta

distribucién cambia provocando campo electrico que reordena las cargas (b).

pag. 66



Este desplazamiento puede ser representado por un momento eléctrico dipolar P=Qd.
Igual que el resorte en la ley de Hook, la polarizacion es un fendmeno que almacena

energia por medio del movimiento de las regiones en un medio dieléctrico.

En un volumen definido de un dieléctrico polarizado contiene N momento dipolares P. La
polarizacion se define como el momento polar por unidad de volumen(C/m?) (Ecuacién
35).

. N.
P = lim -£
Av—0 AC

(35)
Esto hace suponer que existe una distribucién uniforme de los momentos eléctricos
dipolares en todo el volumen. De forma macroscdépica se puede observar la polarizacion

a través de las siguientes ecuaciones (Ecuacion 36, 37, 38):

D=¢E+ P (36)
P = x.6E (37)
D =¢€,(1+ x,)E = €y€,E (38)

Considerando que *¢ es la susceptibilidad eléctrica, & es la permitividad eléctrica en el
vacio y & es la permitividad relativa del material. Estas condiciones se cumplen cuando

se habla de un material isotropico.

2.5.2.2. Capacitancia de un dieléctrico

Es la capacidad que tiene un material de almacenar energia, esta energia depende de
su capacidad de polarizacion. La capacitancia se describe con la siguiente ecuacion
(Ecuacion 39):
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C=0Q/V  (39)

Donde C es la capacitancia, Q la carga que almacena y V el voltaje. La capacitancia esta
dada en Faradio (F) = 1 C/V y solo depende de la geometria del sistema y de las

propiedades del dieléctrico.

En un condensador de placas paralelas separadas por una distancia d, a las cuales se
les aplica un voltaje V, creando un campo eléctrico E proporcional a las caracteristicas
del medio dieléctrico que las separa y a su vez se crea un densidad de flujo eléctrico en
direccién a, descrita por la direcciéon de las placas que originan el campo eléctrico
(Ecuacion 40).

Como se ha mencionado anteriormente, el voltaje es la energia requerida para mover un
conjunto de cargas. En condensador también posee un voltaje necesario para mover las
cargas, polarizando el material dieléctrico. A partir de un capacitor se puede saber la
cantidad de voltaje para mover una cierta cantidad de cargas (Ecuacion 41).

v=gq/C (41)

El movimiento de cargas realiza un trabajo dado por la siguiente ecuacion (Ecuacion
42).

dW =vdq =1dq (42)
El trabajo realizado para cargar un capacitor esta dado por (Ecuacion 43):

2
w=[ldg=2-  (43)
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Sustituyendo C = Q/V, donde V es el voltaje final de W. Se escribe de la siguiente manera
(Ecuacion 44).

W =1/2CV2 (44)

El capacitor se define también a partir de la propiedad eléctrica del dieléctrico que la
contiene y de sus dimensiones, C = ¢A/d donde ¢ es la permitividad eléctrica del material
y A es el area transversa de las placas y d la distancia entre ellas. Es a través de estas
ecuaciones que se puede determinar la densidad de energia electrostatica que se
almacena en el condensador (Ecuacion 45).

w = ;e (Ed)? =~ ¢E*(Ad)  (45)

N =

La densidad de energia electrostatica w es la energia potencial provocada por un
campo electrostatico W por unidad de volumen (J/m?) (Ecuacién 46).

_1 2
We = ESE vV (46)

2.5.2.3. Tipos de dieléctricos

Diferentes dieléctricos se comportan de distintas formas al variar el desplazamiento de
las cargas y a la susceptibilidad de medio al ser afectado por un campo externo. Los

dieléctricos se pueden clasificar de la siguiente manera:
Dieléctricos con polarizacion permanente:
Son aquellos dieléctricos que presentan polarizacion sin la necesidad que exista una

diferencia de potencial, ejemplo de estos materiales son los imanes.

Dieléctricos lineales y no lineales:
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Estos dieléctricos poseen una susceptibilidad y permitividad eléctrica que depende de la

intensidad del campo eléctrico. Los materiales ferromagnéticos poseen esta propiedad.

Dieléctricos is6tropos y anisétropos

Los isotrépicos son aquellos que poseen susceptibilidad y permitividad eléctrica no
dependiente de la direccion y sentido del campo eléctrico. Y en el caso contrario se llaman
anisotropos.

Dieléctricos homogéneos

Son dieléctricos que sus valores de susceptibilidad y permitividad eléctrica no dependen
del punto de analisis, es decir, su propiedad sera uniforme en todo el medio. Cuando el

material no cumple esta caracteristica se llama no homogéneos.

2.5.2.4. Ruptura en un dieléctrico

El aumento de la diferencia de potencial en un dieléctrico, aumenta la intensidad de
campo eléctrico y cuando este presenta niveles muy altos puede liberar electrones o
iones que al acelerar producen una corriente eléctrica. Los electrones y iones acelerados
provocan la ionizacion de otras sustancias. Normalmente esta corriente puede llegar a
niveles tan altos que provoca que el dieléctrico se destruya y este fendmenos se le
conoce como ruptura de un dieléctrico. Existen dos tipos de ruptura la intrinseca y la
térmica. La ruptura intrinsecas se origina cuando existe una gran cantidad de electrones
libres que provocan que otros atomos también liberen electrones, produciendo un
reaccidén encadena que finaliza con la destruccion del dieléctrico.

En el caso de la ruptura térmica, esta se origina debido a corriente eléctrica que aumenta
la energia de las moléculas produciendo un calentamiento del material; si dicho material
no logra disipar el calor, como consecuencia esta energia produce reacciones quimicas

gue modifican al dieléctrico llevando al dieléctrico a la ruptura. Existe una intensidad de
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campo eléctrico maxima que puede soportar un dieléctrico a esta caracteristica se le

conoce como rigidez dieléctrica. (Lopez Rodrigos, Electromagnetismo 1, 2013)

2.5.2.5. Dieléctricos con polimeros

El comportamiento eléctrico de los mecanismos de transporte ibnicos en polimeros es un
tema con muy poca informacion. El aumento de la conductividad ionica plantea dos
problemas generales para el analisis del espectro. Por un lado, la conductividad en
corriente directa (o0 / e0w) supera la pérdida dieléctrica medida, lo que dificulta la
resolucidn de otros procesos de relajacion. Por otro lado, el fendmeno de polarizacion
eléctrica (EP) asociado a la alta conductividad también interfiere con el analisis de la parte
real de la permitividad. Ademas, cuando esta presente la separacion de microfases, que
es a menudo el caso de los polimeros cargados, se deben considerar complicaciones
adicionales. Por lo tanto, el analisis del espectro dieléctrico de electrolitos de polimeros
requiere un cuidado especial (Wang Y. , 2016). En la Figura 28 se observa el
comportamiento de la permeabilidad relativa en dieléctricos poliméricos que interactuan

con iones.
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Figura 28. Permitividad eléctrica de polimero con iones. En esta imagen se presenta el caso de
un polimero (poli (6xido de polietileno-estireno) -b-poliestireno) después de la adicion de sal (LiCIO4). La

adiccién de iones aumenta el nivel de permitividad eléctrica.
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3. Problematica

Las enfermedades degenerativas representan un problema grave que enfrenta la socidad
Mexicana al ser el causante del 50% de las muertes en el pais. Muchas de estas
enfermedades no poseen tratamieto y los tratamientos existentes solo disminuyen su
velocidad o dismunuye sus sintomas (VERGARA, 2018) . Las causante relacionadas a
este problemas son factores encontradas en el nicho celular de las células troncales, los
cuales producen alteraciones en la activacion de genes, dando como resultado la
modificacion de las proteinas, cambio en la velocidad de proliferacion y dismuinicion de
su capacidad de diferenciacion. Algunos de los tratamiento eficases requiere la inseccion
de andamios bioactivos que regulen la regeneracion de tejidos, sin embargo, los
andamios no siempre representan una alternativa viable debido a que se requiere la

insercion en el area afectada.
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4. Justificacion

En la actualidad existen estudios dedicados a expermientar con celulas troncales en
proceso de diferenciacion, al ser estimuladas con corriente electrica. Muchos de estos
estudios han revelado cambios morfolégicos y de proliferacidén, asi como cambios en la
expresion de genes. Estos hallazgos resultan prometedores para ser empleados en
futuras terapias. Sin embargo, la falta de estudios desde un punto de vista fisico, limita el
analisis de los factores fisicos y quimicos involucrados en la obtencidn de estos cambios,
esto con el fin de encontrar los limites utiles en la experimentacion y probar su

reproducibilidad en otros entornos.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo General.

Determinar las propiedades eléctricas involucradas en los cambios morfolégicos,
genéticos y de proliferacion en la diferenciacion de células trocales a osteoblastos al ser

estimuladas con campo magnéticos.

5.2. Objetivos especificos.

2. Investigar el estado del arte acerca de la diferenciacion de células trocales y los

estudios acerca de las expresiones genéticas mas importantes.

3. Determinar las caracteristicas eléctricas del medio osteogénico.

4. Realizar electroestimulaciones en las células troncales en proceso de

diferenciacion durante los primeros 14 dias.

5. Determinar las propiedades eléctricas de la células troncales de pulpa dental.
6. Realizar pruebas de proliferacidon en los diferentes cultivos empleados.

7. Analizar los cambios morfologicos de las células durante su proceso.

8. Determinar las caracteristicas eléctricas del medio celular y medio osteogénico.
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6. Hipdétesis
La modificacion de caracteristicas eléctricas de nicho celular a traves de estimulos
magnetostaticos influyen en la diferenciacion de celulas troncales de pulpa dental

a osteoblastos.

pag. 75



7. Material y métodos

Protocolo 1. Cultivo y expansiéon de células troncales mesenquimales de

pulpa dental.

Para el experimento fueron empleadas células troncales de pulpa dental que fueron
obtenidas de un tercer molar. Fueron sembradas por método del explante. Las células
extraidas fueron cultivadas en condiciones estandar de cultivo utilizando medio D-MEM
15 con 10% de suero fetal bovino, 1% de antibiético-antimicético y 1% de glutamina. Las
células fueron expandidas en cajas de cultivo de 25 mm? con 2 mL del D-MEM hasta
obtener un total de 1 millén de células y fueron recuperadas por tripsinizacion, de las
cuales 480 mil células fueron empleadas en el primer ensayo y las demas fueron
congelada y empleadas para el segundo ensayo. Las células recuperadas para ambos
experimentos fueron sembradas en 4 placas de 24 pocillos con una concentraciéon de 5
mil células por 300 uL de D-MEM. Al dia siguientes fueron lavadas dos veces con
amortiguador de fosfatos (PBS) que contienen 1% de antibidtico-antimicoético, para
remover todas las células que no sobrevivieron al proceso de recuperacion (Figura 29).

Figura 29. Expansion del cultivo celular. Los cambios de medio y tripsinizacion fueron realizados en

una campana laminar con el uso de material estéril.
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Protocolo 2. Ensayo de estimulacion eléctrica.

Las placas fueron asignadas a un determinado nivel de estimulacion magnética. Las
cuales fueron realizadas con imanes de neodimio (1 T), imanes de ferrita ( 600 mT) y un
inductor de hierro (1 mT); para experimentar con los estimulos magnéticos mencionados
en el apartado 2.3.6.1.

Para el estudio se realizaron dos ensayos donde se emplearon 4 placas en el primero;
una para cada estimulo y una de control que no fue estimulada por ningun campo
magnético. Para el segundo ensayo se emplearon 3 placas una por cada estimulo.

Los ensayos de estimulacion se dividieron en dos periodos, el primero tuvo una duracion
de 4 dias seguidos y se estimularon por 30 minutos, y el segundo de 3 dias sin
estimulacion.

Se realizaron dos ciclos de estimulacion en el primer ensayo y para el segundo se realizd

un solo ciclo. En la Figura 30 se observa la distribucidn de los pocillos en ambos ensayos.

Figura 30. Distribucion de los cultivos en una placa de 24 pocillos. La imagen A muestra la

distribucién de pocillos para los experimentos del ensayo 1 y la imagen B muestra la distribucion de los

pocillos para el ensayo 2.

Protocolo 3. Tincién con rojo de alizarina.
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Para la tincién de depdsitos de calcio, primero fue retirado el medio que contenia. Para
quitar posibles contaminantes fueron lavadas dos veces con 300 uL de PBS,
posteriormente fueron fijados con PFA al 4% durante 1 hora. Para retirar el PFA fueron
lavadas otras dos veces con 300 yL de PBS. Al tefirla se emplearon 300 pL de rojo de
alizarina al 2% durante 4 minutos. Para retirar el exceso de colorante fueron lavadas 3
veces con agua destilada y durante 5 minutos por cada lavada. Al concluir la tincion
fueron observadas en el microscopio para observar los depdsitos de calcio en los dias 0,
7y14.

Protocolo 4. Tincion con Azul de Toluidina

Para la identificacion de tejido cartilaginoso fue empleado la tincién con azul de Toluidina,
la cual tine compuestos de la matriz extracelular como grupos de proteoglicanos y
glicosaminoglicanos propios del cartilago. Primero fue retirado el medio que contenia.
Para quitar posibles contaminantes fueron lavadas dos veces con 300 pL de PBS,
posteriormente fueron fijados con HCI con concentracion molar de 0.1% durante 5
minutos. Luego fueron tefiidos con 300 pyL de azul de toluidina durante 1 hora con 30
minutos. Para retirar el exceso de colorante fueron lavadas con 300 pL de HCI con
concentracion molar de 0.1% durante 5 minutos. Por ultimo fue retirado el exceso de HCI
empleando agua destilada durante 5 minutos. La tincion fue realizada el dia 7.

Protocolo 5. Tincion con Oil Red

El Oil Red es un colorante empleado para tefiir lipidos. Su principal uso es el
reconocimiento de cuerpos lipidicos. Primero se fijan los cultivos como se ha mencionado
en el protocolo 3. Luego fueron lavados con isopropanol al 60% durante 1 minuto.
Posteriormente fueron tenidos con 300 pL de solucion Oil Red durante 5 minutos. Se
repitié el lavado con isopropanol y finalmente fueron lavadas con Agua destilada. La
tincion fue realizada el dia 7.
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Protocolo 6. Tincion con Cristal Violeta

El Cristal violeta fue empleado para identificar la morfologia de las células al poder
resaltar la membrana celular, la membrana nuclear entre otros compontes. Para esta
tincion fueron fijados como lo menciona el protocolo 3. Posteriormente fueron tefiidas con
300 pL de Cristal violeta durante 5 minutos dentro de la incubadora. Posteriormente
fueron lavadas 2 veces con agua destilada. En el primer experimento fueron tefidos los

dias 0, 7, 14. En el segundo experimento el dia 7.

Protocolo 7. Tincion con Giemsa

Fue empleada la Tincion de Giemsa. Una tincion especializada para la identificacién de
diferentes morfologias. Primero fueron fijadas las células con PFA durante 1 hora y
media. Después fueron tefidas con 150 uL de giemsa por pocillo, al transcurrir 2 minutos
fueron diluidos y agitados con agua destilada por 2 minutos. Por ultimo fue retirado el
colorante diluido y luego fueron lavadas con agua desionizada.

Protocolo 8. Proliferacion celular.

Para la Proliferacién celular, fueron sembrados 5 mil células en 100 pL en placas de 96
pocillos. Se coloco una placa por cada tipo de estimulo y una placa de control negativo y
positivo. Al control positivo fueron cultivadas las células de forma normal y al control
negativo fueron alimentadas con etanol para detener su crecimiento. Los estimulos se
realizaron 3 dias seguidos. Después de cada estimulo fueron agregados 20 pL de
resazurina por pocillo. El estudio se realiz6 por triplicado. Luego fueron incubados durante
una hora en la incubadora, para evitar que la luz descompusiera la resazurina. Por ultimo
fueron leidas en una lector de placa de absorbancia y posteriormente se les cambio el

medio.

Protocolo 9. Eleccion de estimulos eléctricos.
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Para estudiar el comportamiento de las células bajo efectos de estimulos eléctricos, fue
necesario valorar si se llevaban a cabo por corriente eléctrica o campo magnético. Las
pruebas de estimulacidn con corriente eléctrica fueron realizadas con estimulos de 32 pA
en corriente continua, empleado electrodos de insercion de 20 ym disefiadas para lectura
y estimulacion eléctrica. Las estimulaciones se realizaron en lapsos de 30 minutos, los

cuales determinaron que existe cambios al existir cuerpos de proteinas desnaturalizadas.

Protocolo 10.- Seleccion de transductores

Para la seleccion de componentes fueron evaluadas las propiedades magnéticas de
diversos materiales con el fin de poder disefar y construir transductores que se puedan
emplear para el estudio. Fueron analizados materiales paramagnético como la ferrita sin
magnetizar, magnetita, hierro y acero inoxidable. El tamafo del sensor y tipo de bobina
fueron seleccionados al tamano y forma que se consiguieron en el momento, esto debido
a la falta de disponibilidad. Al final se decidi6 emplear un inductor senoidal con hierro
dulce con capacidad de crear campo eléctrico cercanos a los 1 mT. Para poder comparar
el efecto de la intensidad del campo se decidié emplear imanes de ferrita y neodimio. Los
cuales crean campos de 1 Ty 600 mT respectivamente (Figura 31).

Figura 31. Seleccion de transductores. Los imanes de Neodimio, Ferrita e Inductor.
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Protocolo 11. Medicion eléctrica del cultivo celular

Para medir las caracteristicas eléctricas fue empleado un medidor RCL a 1 V con 100 Hz
de frecuencia y un multimetro (Truper). Fueron medidos los valores de corriente, voltaje,
resistencia, inductancia y capacitancia a través del uso de placa paralelas y en el caso
de la inductancia, un inductor senoidal (Figura 32). Fueron medidos los medios DMEM
15 con suero fetal bovino sin estimulo, con estimulo de neodimio, inductor, ferrita y el
medio osteogénico , el cual contiene medio DMEM con suero fetal bovino al 10%, 0.0025

g de acido ascorbico, 0.11 de R-glicinafosfato y 50 yL de Dexametasona.
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uso de placas paralelas. Y la medicion de las caracteristicas magnéticas a través del uso de una bobina

senoidal.

Protocolo 12. Medicion del pH

Después de cada estimulacion de 30 minutos, el medio fue retirado de la placa y se
recolectaron 2 ml de medio en un tubo Falco. Se midio el nivel de pH a una temperatura
de 25° C. Para poder visualizar los cambios quimicos dentro del medio por el campo

magnético. Para medir el pH se empled un potenciometro(BK Precision, 889B).

Protocolo 13. Medicion de la caracteristica eléctrica de la célula.
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Para la medicién de caracteristicas eléctricas de las células fue necesario expandir un
cultivo a 1 millén de células. El cultivo fue tripsinizado y centrifugado para extraer las
células. Luego fueron decantadas y colocadas en un caja de Petri para formar un botén
de 1 cm de largo, por ultimo fue medida la capacitancia y resistencia por medio de un

multimetro.

Protocolo 14. Calculos de caracteristicas del medio y estimulo.

Los valores seleccionados fueron lo siguientes:

La Ferrita produce un campo magnético de valor cercano a 600 mT , de acuerdo a la
informacion del proveedor (Mercadolibre, 2018).

El neodimio produce un campo magnético de 1 T, de acuerdo a la informacién del
proveedor (Fmagnet Xinfeng, 2012).

Para obtener un valor en el rango de los militeslas fue empleo una bobina senoidal, el
cual fue prestada por el CINVESTAV.

Para calcular el valores de campo del inductror senoida fue empleada la formulas
(Ecuacion 47).

B="M (47)

Donde N es el numero de vueltas, | es la corriente que circulo en el inductor, p es la
permeabilidad magnética y L es la longitud. Empleando la Ecuacién 17 para calcular la
permeabilidad relativa del medio

K= Ho - Ky (17)
N = 34
L =0.089 m
| =10 mA
La permeabilidad relativa del hierro es de 200 (Referencia).
Mr= 200
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M= MoMr = (200)(41x10°7 N/A?)= 251 uN/A?
El valor del campo magnético es de 1 mT.
Calculo de las caracteristicas eléctricas.
Con los valores obtenidos a través del método de la placa paralela (Voltaje, resistencia,
corriente y capacitancia) y de la bobina senoidal (Inductancia). Fue posible obtener las

siguientes caracteristicas eléctricas del medio:

Conductividad:
Empleando la Ecuacion 15 y conociendo las dimensiones de las placas paralelas:

o== (15)

Campo Eléctrico:
El campo eléctrico se calcula a través del voltaje registrado empleado la Ecuacion 2

Vap = [ E.dl = EL (2)
Definiendo los parametros | y despejando la Ecuacion 2, obtenemos la Ecuacion 2a

E="2  (2a)

La cuales se empled para calcular los valores de intensidad de campo eléctrico.

Permitividad eléctrica:

La permitividad del campo eléctrico se calcula a partir de los valores de Ry C, sabiendo
que el tiempo de relajacion (t) es igual al productor de Ry C. Igualando la Ecuacion 18 y
47
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T=¢/0 (18)
T=RC (48)
Si Tt es igual al producto de RC , entonces:
e =RCo (18a)

Densidad de corriente
La densidad de corriente se calculé a partir de la conductividad y el campo eléctrico,

empleando la Ecuacion 33:

Densidad de flujo:
La densidad de flujo eléctrico se determina partir del voltaje y la capacitancia de medio,

lo cual representa la carga encerrada (Ecuacion 49).
Y. =Q = CV (49)

Densidad de flujo eléctrico:
La densidad de flujo eléctrico se obtiene definido la superficie a partir de la ecuacion

(Ecuacion 25).

. =¢D.dS = Q (25)

Y despejando la Ecuacion 11 obtenemos la Ecuacion 11a:
D =Ye (25a)

S

Susceptibilidad eléctrica:
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La susceptibilidad eléctrica se obtiene de la densidad de flujo D a partir de la Ecuacion
40.

D = ey¢,E (40)

La densidad de flujo posee dos partes el efecto que posee el campo eléctrico con
respecto a la permitividad eléctrica del vacio y a la polarizacion del medio (Ecuacién 36).

D=¢E+ P (36)

Despejando la Ecuacidén 36 podemos calcular la polarizacion del medio, considerando

que los vectores de campo eléctrico y densidad de flujo alcanza su maximo valor.
D — €,E = P (36a)

Con el valor de la polarizacion se puede calcular la susceptibilidad del medio, al despejar
la Ecuacion 37:

P = y.e,E (37)

Calculo de las caracteristicas magnéticas
Para las caracteristicas magnéticas se empleo el protocolo 10. Se caracterizaron los

estimulos magnéticos y el efecto del estimulo en un pocillo.

Permitividad magnética:
Empleando el inductor senoidal como lo indica el protocolo 10. Los valores de inductancia
fueron obtenidos por un medidor RLC(BK Precision, 889B).

L="E (49)

Despejando la Ecuacion 49 se obtiene :

pag. 85



L
NZS

i (49a)

Intensidad del campo magnético:

Con los valores del campo magnético de cada estimulo y calculando los valores de

permeabilidad magnéticos, se obtuvieron los valores de la intensidad del campo

magneético por medio de la Ecuacion 20.

B = pH (20)

Despejando la Ecuacion 20, se obtuvo H.

H=B/u (20a)

Permeabilidad magnética relativa:

La permeabilidad relativa del medio se calculé a partir de la Ecuacion 17.

L= HrHo (17)

despejando yr de la Ecuacion 17, se obtiene la siguiente ecuacion:

= (17a)

Densidad de Flujo magnético:
La densidad del flujo magnético se calculé por medio de la Ecuacién 25.

Ym = BS (25)

Conociendo las dimensiones del pocillo S = 0.00402 m?.
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Calculo de la Energia

La energia fue caracterizada para entender que efectos quimicos puede tener debidos al
estimulo y al campo eléctrico del medio.

Densidad de energia eléctrica:

La densidad de energia originada por las caracteristicas eléctricas del medio, se
calcularon a partir de la Ecuacion 46.

_1 52
We = ESE vV (46)
La densidad de energia magnética se calcula a partir de la Ecuacién 32.
W = 5 WH2V (32)

Las fuerzas de Lorenz fueron calculadas para observar la fuerza que fue necesaria para
producir la electroforesis en cada uno de los tipos de estimulo; Se considera la carga neta
producida por la polarizacion del medio antes del estimulo y posterior al estimulo.

Para establecer la movilidad neta de las particulas en el medio, se calcul6 el valor del
tiempo de relajacion, empleando la Ecuacion 11.

=2 (1)

La movilidad pe es igual al inverso del tiempo de relajacion.

He (11b)

La carga neta de los medio se obtuvo a partir de la Ecuacion 39:
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C=Q/V  (39)
Despejando se obtiene la carga.

Q=cCv (39a)

La fuerza de Lorenz se calcula a partir de la Ecuacion 27.
F, = F, + F,,=qE + q(u X B)= q(E + u X B) (27)

Donde fueron considerados los valores eléctrico del medio sin estimulo y las

caracteristicas del estimulo, y se visualiza como la fuerza inicial.

La fuerza final se calcul6 a partir de campo magnético y la caracteristicas eléctricas del

medio posteriores al estimulo.
Calculo de las caracteristicas de las células.

Considerando el modelo ECIS, que muestra que los componentes celulares se
comportan de forma eléctrica, se considera que la capacitancia C y resistencia R de 1
millon de células, representan la sumatoria en serie de 1 millbn de capacitores y

resistencias del mismo valor, por lo la ecuacion que la representan son las siguientes:

1141 (40)

cC ¢ G

Considerando que todas las células poseen la misma capacitancia, la C4, C2 hasta
Cimillon poseen el mismo valor Cy, por lo cual la suma se representa con la siguiente

ecuacion.

1-1000000~  (41)

1
c Cn
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Despejando la Ecuacion 41 se obtiene la siguiente ecuacion:
Cn =1000000C  (42)

En el caso de la resistencia eléctrica la suma de resistencia se representa de la siguiente

manera:

Considerando que la resistencia de todas las células poseen las misma resistencia, es
decir, la resistencia R1, R2 hasta R1 miisn poseen el mismo valor Rn, R queda representada

con la siguiente ecuacion:
R = 1000000R,  (44)

Despejando la Ecuacion 44 se obtiene la siguiente ecuacion:

- (45)

n 7 1000000
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7. Resultados

7.1. Analisis Morfoldgico con Cristal violeta.

Para la identificacion de estructuras se emplearon los protocolos 3 y 6. Para la
visualizacion de los cultivos fue empleado un microscopio invertido con lentes de 4x, 10x

y 20x. Los resultados con la tincion de cristal violeta se visualizan en la Tabla 8.

Tabla 8. Tabla comparativa de la morfologia celular. Se observaron cada una de las placas en los dias 1,
7y 14. Como se observa, en el dia 7 se obtuvo la mayor fluctuacion de células. Al llegar al dia 14 el cultivo
esta en declive.

Estimulacion Estimulaciéon Media Estimulacion Células de control
baja(Inductor) (Iman de Ferrita) Alta (Iman de
_Neodimio)
Dia 1 o
Dia7
Dia14

Desde el primer dia del experimento, se observaron cuerpos amorfos que se colorearon
de un tono violeta, lo cual determina que poseen componentes de la membrana celular
(Figura 33)
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Figura 33. Tincién de cuerpo amorfos. Las fotos tomadas en el microscopio muestran la presencia
de cuerpos extrafos en placa que se sometian a estimulacion. Se observé mayor cantidad en los cultivo
con neodimio (e y f). En segundo lugar los cultivos con ferrita (c y d) y en menor cantidad los cultivos con

inductor (a y b).

El tamano de estos cuerpos amorfos tienen una relacion directa con la cantidad de células
presentes en su proximidad. Los cultivos estimulados con el inductor presentan células
completas y células de forma circular, las cuales perdieron gran parte de su membrana.
En el caso de los cultivos con ferrita se observo el aumento de la cantidad de estos
cuerpos y la disminucion de células cercanas. Con el neodimio aparecieron cuerpos
amorfos de mayor tamafio, menor cantidad o nula cantidad de células en su cercania.
Como se observa en la Tabla 6, los cuerpos amorfos disminuyeron su presencia en las

tinciones posteriores hasta casi desaparecer.

En el dia 7 del experimento las células proliferaron ocupando casi toda la totalidad de los
pocillos y con presencia de diversas morfologias celulares. Principalmente células
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alagadas de longitudes de entre 200 um a 400um (Figura 34) y células con forma

hexagonal redondeada (Figura 35) y células con o sin proyecciones (Figura 36)
N ¥

Figura 34. Células alargadas. Estas células tienen a distribuirse de forma paralela lo cual describe una
orientacién ordenada. En todos los pocillos donde se presentaron también aparecieron otros tipos de
morfologia. La foto fue tomada de la placa de estimulacion con ferrita y fue en esta placa donde se presento

mayor cantidad de ellas.

Figura 35. Células con forma hexagonal. Estas células se presentaron con mayor cantidad en cultivos
estimulados con ferrita, Esta morfologia se presenté con mayor densidad en células cercanas a los bordes
del cultivo y en espacios pequefos redondeados donde existen células alargadas. La foto fue tomada de

la placa estimulada con ferrita.
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Figura 36. Células con proyecciones. Estas células se presentaron en casi todos los cultivos y se

ubicaron en grupos y en los bordes de los pocillos. Las proyecciones se originaban principalmente en los

ficarse con prolongaciones del mismo tamafio o con

, los cuales tienden a rami

extremos de las células

mayor longitud. La foto fue tomada en la placa estimulada con neodimio.
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7.2. Analisis de depdsitos de Calcio con Rojo de Alizarina

Se pudieron observar diversos cuerpos que poseian moléculas de calcio, como se ve
en la tabla 9.

Tabla 9. Andlisis de depésitos de calcio. Se presentaron en algunos pocillos principalmente con

estimulacion de un inductor.

Estimulacion baja
(Inductor)

Estimulacion Media
(Iman de Ferrita)

Estimulacién
Alta(Iman de
Neodimio)

Células de control

Dia

Dia
14

La tincidn reveld la existencia de diversos cuerpos, similares a los cuerpos observados

en el analisis morfologico (Figura 37). Pero debido a su forma no muestran la existencia

de depdsitos de calcio.

pag. 94



Figura 37. Presencia de Calcio. La presencia de calcio fue observada en forma de capas entre las
células (A) y encima de ellas (B). Se presentaron en todas la placas que fueron estimuladas
magnéticamente. La foto (A) fue tomada de la placa estimulada con un inductor y la foto (B) fue tomada de
la placa estimulada con ferrita.

La presencia de calcio también se observé dentro de la célula principalmente en los

nucleos y cerca de ellos, como se observa en la Figura 38.

Figura 38. Depodsitos de Calcio. Los depositos de calcio se presentaron en algunas regiones dentro
de la célula tifiendo sus nucleos. La foto fue tomada de una placa estimulada por neodimio.

7.3. Tinciones del Ensayo 2

Se emplearon tinciones para determinar la existencias de células cartilaginosas,
neuronales y musculares. En la tabla 10 se observa los resultados de las tinciones.
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Tabla 10. Tinciones del experimento 2. Las tinciones fueron realizadas en el dia 7. En ellas se aprecia la
presencia muy baja de lipidos y la nula aparicion de depdésitos de calcio, el Azul de toluidina muestra
presencia de redes, conexiones de las células y nucleos celulares con la tincion de Giemsa.

Tinciones | Neodimio | Ferrita | Inductor
Oil Red .

" -
N\ T

Rojo de
alizarina

Cristal
violeta

Azul de
Toluidina

Tincién
de
Giemsa
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Los resultaron del experimento mostraron la presencia de células redondeadas, las

cuales presentan depdsitos de lipidos (Figura 38). Con la tincion de azul de toluidina se

aprecia de formas detallada de las células redondeadas ( Figura 39).

Figura 39. Depoésitos de lipidos. La coloracién roja observada es de moléculas lipidicas presentes en
el medio extracelular (B). Entre la células se pueden observa depdsitos de lipidos en forma de gotas (B).
Las fotos (A) y (B) fueron tomada de la placa estimulada con neodimio en el dia 7.

Analizando otros pocillos fueron observadas células parecidas a las de la imagen 39.
Estas fueron encontradas en la tincion de azul de toluidina (Figura 40).
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Figura 40. Células redondeadas. Estas células se presentan en grupos relativamente grandes y a
comparaciéon con el primer ensayo, estas no poseen proyecciones. La foto fue tomada de la placa

estimulada con ferrita en el dia 7.

Al continuar analizando las imagenes del la tincién azul de toluidina se observaron

redes de células que poseian anclajes entre ellas (Figura 41 a).

Figura 41. Acoplamiento celular. Las células se entrelaza disminuyendo el espacio extracelular

formando tejidos maduros. Esta integracion se observo en todas la placas estimuladas magnéticamente.
La foto (A) fue tomada en la placa estimulada con neodimio y la foto (B) fue tomada en la placa estimulada

con ferrita, ambas en el dia 7.

En algunas tinciones se observo la presencia de células sin adicion al plastico, estas
células poseian puntos de anclaje con otras ceélulas vecinas, esto muestra que estan
formado tejido maduro (Figura 41 b). Y en este caso, la unién del anclaje permite tener
células sin adicion al plastico (Figura 42).
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Figura 42. Desprendimiento del suelo. Las células presentes en estas fotos muestra la formacion de
células que se adhieren de otras células sin adherencia al plastico. Lo cual origina la formacion de nuevas
capas celulares. Las fotos fueron tomadas de la placa estimulada con ferrita.

En las tinciones con Giemsa, se observo la presencia de células multinucleares y

células de coloracién mas intensa (Figura 43).
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Figura 43. Nucleos celulares. La tincion de Giemsa mostré la presencia de células con miltiples
nucleos vy células con un nucleo. La fotos (a) y (b) fueron tomadas del pocillo estimulado con ferrita y las
fotos (c) y (d), fueron tomadas del pocillo estimulado con inductor, todas en el dia 7.

Los cultivos presentaron estructura de matriz extracelular debajo de ellas formando

conexiones entre las células, como se observa en la Figura 44.

Figura 44. Canales celulares. En diversas foto se encontraron canales formados por matriz extracelular
que intercomunica a las células circulares, las fotos fueron tomadas del pocillo estimulado con neodimio en
eldia7.

Se observaron células que se encontraban suspendidas y se mantenia unidas debido a

proteinas de anclaje con otras células, como se muestra en la figura 45.
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Figura 45. Células ancladas. La tincién mostré la presencia de multiples células interconectadas,

semejando una monocapa de tejido, las fotos fueron tomadas del pocillo estimulado con ferrita en el dia 7.

7.4. Efecto del campo magnético sobre la proliferacién celular
La prueba de proliferacion se realizé durante 3 dias seguidos empleando resazurina para

ver el crecimiento de la poblacion celular por cada estimulo, en la figura 46 se observa el

comportamiento de los cultivos.
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Control Negatico
I Control positivo
I |nductor

I Ferrita

B Neodimio

Absorbancia

0 30 60
Tiempo (h)

Figura 46. Proliferacion celular. En la grafica se aprecia el periodo de crecimiento celular de un cultivo.
El control positivo es un cultivo sin estimulo y el control negativo es un cultivo que se le agregé etano para

frenar su crecimiento. Las poblacién celular de los pocillos estimulados siguié creciendo.

Al comparar la diferencia de control negativo con respecto al valor de los demas medio
se obtuvo el siguiente analisis (Figura 47 ).

Il Sin estimulo
4007 Bl Neodimio (baja)
Bl Ferrita (media)
I Inductor (alta)

300

200

Proliferacion celular (%)

100

0 24

Tiempo (horas de estimulo)
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Figura 47. Proliferacion celular en porcentaje respecto al control negativo. La grafica

muestra la diferencia del nivel de absorbancia obtenidos en el analisis.

4.5. Efecto del campo de Magnético sobre el pH

La estimulaciéon del campo magnético provoca modificaciones del pH, los cuales se

observan a continuacion en la Figura 48.

9 pH

8

7

6

5

4

3

2

1

0

Normal Inductor Ferrita Neodimio Osteogénico

u PH

Figura 48. pH de los Medios. La interaccion de los campos magnéticos modifican el potencial de
hidrogeno. Normal(Medio sin estimulo), Inductor(Medios estimulado con inductor), Ferrita (Medio

estimulado con ferrita), Neodimio (Medio estimulado con neodimio) y Medio Osteogénico.

7.6. Mediciones eléctricas de los medios celulares.

Estos son los siguientes valores eléctricos de los medio después de 30 minutos de

estimulo y sin estimulo, como se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Valores eléctricos del medio celular DMEM con estimulo, medio DMEM sin estimulo y Medio

Osteogeénico.
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Estimulo Y C o E D L € €r P
OmT 50 10.50 yF | 4.81mS 5.55V/m | 5.833 0.11 10.6 1.197 | 58.8

mvV puC/m? | pH uF/m | M x10®
Inductor 70 11.5 yF 1.02mS | 7.77V/m | 4.813 0.12 60.93 | 6.81 473.4
senoidal mV puC/m? | uH uF/m | M x10°
Ferrita 85 10.27 yF | 1.2mS 15.55 8.45 0.147 | 53.89 |6.05 | 833.3

mvV V/m puC/m? | pH uF/m x10®
Neodimio 230 10.80pF 2.9 mS 25 V/m 14.11 0.148 | 552 62. 13.8

mvV puC/m? | pH uF/m | 68 x10®
Medio 41 9.08 uF .037 mS 45V/m | .3 0.18 0.066 | 6776 | 0.06
osteogénico mV puC/m? | uH uF/m x10°
sin estimulo

Las caracteristicas magnéticas empleadas por los estimulos magnéticos se observan

en la Tabla 12.

Tablas 12. Caracteristicas magnéticas de los estimulos.

Estimulo B H y r Yn S
0mT 0T 0A/m 1.26 1 0.11 4.02
pH/m uH pm3
Inductor 0.001 796 A/m 1.26 1 0.12 4.02
Senoidal T pH/m uH pm?
Ferrita 06T 477000 1.26 1 0.147 | 4.02
A/m pH/m uH pm3
Nedimio 1T 796000 1.26 1 0.148 | 4.02
A/m pH/m uH pum3
Medio 0T 0A/m 1.26 1 0.18 4.02
osteogénico pH/m pH pm?
sin estimulo

pag. 104



7.7. Energia potencial durante el estimulo
Durante el estimulo las particulas cambian su direccion provocando que el medio se
polarice almacenando energia. Considerando las condiciones iniciales del medio sin

estimulo, la energia cinética por cada estimulo son las siguientes:

La densidad de energia esta dada por (Figura 49 ):

1 2
Wm = EuH
wm (MJ/m3)
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0
Inductor Ferrita Nedimio
B wm (MJ/m3)

Figura 49. Densidad de energia magnética. Los estimulos magnéticos agregan energia a las
moléculas idnicas dependiendo de la intensidad del campo.

En la Figura 50 se observa la energia suministrada por los estimulos por pocillo:
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Figura 50. Densidad de energia por pocillos durante el estimulo.

4.8. Energia potencial después del estimulo

Después el medio se estabiliza al reordenarse y disminuyendo su energia, por lo cual
se modifica la energia potencial de las particulas del medio. Considerando las
caracteristicas del medio después del estimulos y la energia de los medios sin estimulo.

La densidad de energia esta dada por (Figura 51):
1

We = EEEZ
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we (ud/m3)

0.2
0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04

0.02
—

Normal Inductor Ferrita Neodimio M. Osteogénico

Ewe (ud/m3)

Figura 51. Densidad de energia después del estimulo. Al cambiar el movimiento de particulas se
reorganizan los atomos aumentando la intensidad del campo eléctrico al aumentar la densidad de energia

eléctrica.

4.9. Efecto de campo magnético sobre la Fuerza de Lorenz

Como se menciond en el capitulo 3, el campo magnético modifica la direccidén de las
particulas en un medio dieléctrico. La fuerza que modifica la direccion de los portadores
se denomina Fuerza de Lorenz. Para este calculo se empled el valor del campo eléctrico
de cada medio, para ver la fuerza alcanzada después del estimulo. Y al calcular la fuerza
inicial se consideraron las caracteristicas del medio sin estimulo (Tabla 13).

F, =F, + F,= qE + quXB)= q(E + uXB)

Tabla 13. Fuerza magnética y eléctricas de lo estimulos. La movilidad de particulas es similar al valor de

tiempo de relajacion del medio.
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osteogénico sin

estimulo

Estimulo T =0le Mq q=C*V Ft Ft

Inicial Final
OmT 2.22 ms 453 m/s 528 nC 2.91 uN 2.91 uN
1mT 34 ms 28.7 m/s 805 nC 2.93 uN 4.49 uN
600 mT 42 ms 23.6 m/s 872 nC 10.3 uN 17.2 uN
1T 100 ms 5.24 m/s 2.48 uC 5.66 uN 26.8 uN
Medio 1.59 ms 630 m/s 401 nC 1.8 UN 1.8 UN

7.10. Caracteristicas eléctricas de la célula.

Las caracteristicas eléctricas de la células se obtuvieron a través del protocolo 10. Un 1
cm de células obtuvieron C= 13 nF y R=2 MQ.

Y el valor de cada C y R por cada células, considerando que la capacitancia y la

resistencia estan en serie. Los valores son R=2 Qy C= 13 pF.
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8. Discusion de resultados

De acuerdo a los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo, fue posible
observar que el campo magnético puede provocar que la células troncales se diferencien
en diversos linajes, como se muestra en las figuras 32, 33, 34, 35, 36, 37 y 40.

Debido a su morfologia las células presentan semejanza con los neuroblastos como se
observa en la figura 34. La presencia de moléculas del grupo proteoclicanos apunta a la
presencia principalmente de células de cartilago, especialmente condrocitos como se
observa en la figura 37. Y se consideran también la presencia de células musculares
debido a su forma alargada; y la presencia de proteoclicanos como se observa en la figura
32.

La presencia de depdsitos de lipidos en algunas células, como se muestra en la figura 36
indica la presencia de células adiposas. Las tincion de giemsa revel6 la presencia de
células multinucleares, células con nucleo de mayor tamafo y uninucleares (figura 40);
lo cual contribuye a demostrar que existen diversos linajes dentro de un mismo cultivo.
La tincion con rojo de alizarina mostré la presencia de cuerpos de calcio que fueron
acumulados debido al movimiento de iones y membranas celulares, ésto debido a células
muertas (Figura 31). Segun el estudio de la proliferacion los campos eléctricos no
provocan la muerte celular al presentar mayor nivel de absorbancia al compararlo con el
control positivo (Figura 42), debido a este analisis las membranas celulares encontradas
en los cuerpo amorfos se deben a células que no sobrevivireron al sembrando.

La coloracion de calcio dentro de la célula (figura 38) es considerado como un factor que
favorece a la diferenciacion de células neuronales y células musculares (Zhang, Yarema,
& Xu, 2017). La presencia de las diferentes morfologias que se encontraron en los cultivos
que fueron estimulados con los tres niveles de intensidad de campos magnéticos, revelan
que dependiendo del nivel de campo se presenta el numero de células diferenciadas y la
presencia de cuerpos amorfos de mayor tamafio compuestos de membranas celulares y
calcio (Tabla 8 y 9). La presencia de diversos linajes demuestra que las caracteristicas
eléctricas que favorece a la diferenciacion de un determinado linaje, no estan regidas por
las caracteristicas generales de estimulos, sino en la interaccion de los componentes a

nivel celular.
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Los campos magnéticos son responsables de la presencia de cuerpos de calcio que se
forman debido a la polarizacién del medio (tabla 11), como se ha mencionado con
anterioridad, dependiendo de la intensidad del campo es el tamafio que toman estos
cuerpos amorfos, los cuales se deben a las fuerzas de Lorentz que se producen en el
medio estimulado (tabla 11 y 12). Los cuerpos de calcio se formaron durante el estimulo
debido a la presencia del campo eléctrico (tabla 11). Al analizar los valores de
permitividad del medio celular se observa que poseen valores altos, esto se debe a la
presencia de diversos iones y polimeros que contiene el medio (Wang Y., 2016), cuando
comparamos los valores eléctricos antes y después de la estimulacion se observa que
el nivel de permitividad eléctrica aumenta, esto se debe principalmente a la modificacion
de multiples especies moleculares y su reordenamiento.

El medio DMEM posee una alta capacidad de almacenar energia debido a su alta
permitividad eléctrica. En la tabla 11, se observa que los valores de permitividad eléctrica
son distintos debido a la existencia de modificaciones en su estructura quimica que
principalmente se debe a la liberacion de ROS, las cuales producen una liberacion de
oxigeno en forma de gas y a su vez estos reaccionan con el medio cambiando su nivel
de pH (Figura 45). El cambio de pH a un nivel mas basico afecta directamente la
permeabilidad de la membrana celular al paso de los iones debido a la presencia de ROS
que se puede observar en las mediciones de pH (F. Brown, Chawla, & M.D.C. Perera,
2017).
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9. Conclusion

Al inicio del proyecto, se realizaron estimulos eléctricos en cultivo a través de corrientes
eléctricas, para observar el comportamiento del medio y los cambios morfolégicos al
direccionar la corriente a través del cultivo; esto con el fin de estudiar los efectos del
movimiento de iones a través de la membrana celular. Sin embargo, al realizar las

estimulaciones los medios se contaminaban debido al contacto directo con las células.

Al principio de la mediciones eléctricas en cultivo celular, se trato de disefiar un equipo
para poder obtener los valores eléctricos de la célula y estudiar la distribucion de cargas
dentro del cultivo, sin embargo, el prototipo no se puedo terminar debido a la falta de
electrodos de MEA (Microelectrode Array) y sistema de soporte estable.

En conclusién, esta Investigacion demuestra que los estimulos eléctricos a partir de
campos magnéticos son capaces de diferenciar a las células troncales de pulpa dental
en diferentes linajes, lo cual a su vez demuestra que las caracteristicas eléctricas influyen
en el proceso de diferenciacion celular y que estas caracteristicas se debe estudiar con

mayor determinacién a un nivel celular.

En este estudio, aunque se observa la presencia de calcio no se llegd a determinar la
presencia de osteoblastos, esto debido a la duracion del experimento y a la disponibilidad
de materiales para la identificacion de genes, para determinar la presencia de actividad
de morfogénesis propias de la osteogénesis (CBFA-1). También se muestra que la
intensidad de campos magnéticos es directamente proporcional (1 mT, 600 mT y 1T) a
la formacion de tejido maduro y de la alineacion de las células; . Los estimulos ademas
de orientar a las células también producen cambios quimicos, difusion de iones,
desnaturalizacion de proteinas, generaciéon de ROS, cambios de permeabilidad en la
membrana; resultado de la polarizacion eléctrica ( 473.4x10¢, 833.3x10° , 13.8x107?); los
cuales también son responsables de los cambios morfolégicos en los cultivos y
posiblemente precursores de la diferenciacion La presencia de diversos linajes celulares
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muestran que la interaccion del campo magnético y el medio celular son punto claves
para el estudio de la diferenciacion.

De acuerdo con estos resultados, el uso de la caracterizacion del medio de forma eléctrica
y uso de campos magnéticos pueden ser posibles soluciones para el tratamiento contra
enfermedades degenerativas. Por lo cual, se requiere un mayor estudio sobre la
caracteristica eléctricas de los nicho dentro del cuerpo y el estudio de los efectos del
campo en células, tejidos y organos maduros.
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11. Anexos

Glosario

Er Permitividad eléctrica relativa

€o Permitividad eléctrica del vacio

€ Permitividad eléctrica

p Resistividad

o Conductividad

Q Resistencia

Q Ohm (Unidad de Resistencia)

Z Impedancia

¥ Permeabilidad magnética

Pv Densidad volumétrico de cargas libre
J Densidad de corriente eléctrica

E Campo eléctrico

D Densidad de Flujo

B Campo magnético

H Intensidad de campo magnético
Wn Densidad de flujo magnético

We Densidad de flujo eléctrico

Wb Weber (Unidad de flujo magnético)
T Tesla (Unidad de campo magnético)
S Superficie

Q Carga eléctrica

Fm Fuerza magnética

Fe Fuerza de campo magnético

U Energia

Me Movilidad de cargas

Mr Permeabilidad magnética relativa
Mo Permeabilidad magnética del vacio
¥ Permeabilidad magnética

e Angulo

PBS Amortiguador de fosfato

Wm Energia Magnética

We Energia eléctrica

C Capacitancia

L Inductancia

F Faradio (Unidad de capacitancia)
H Henrio (Unidad de Inductancia)

N Newton (Unidad de fuerza)

Wm Densidad de energia magnética
We Densidad de energia électrica
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