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RESUMEN: Las Células Madres Mesenquimales (CMM) pueden ser afectadas en su capacidad deipnatifebmjo estimulacion
fisica o bioquimica, siendo esta una capacidad esencial para un adecuado cultivo celular. Un método de estimulacifia fisitesuado
ser eficiente en este sentido es el Ultrasonido Pulsatil de Baja Intensidad (USBI), aplicado en intensidades iguales a iri&nioyV/ci
habitualmente entre 30 y 50 mW/£r&l objetivo de esta investigacion fue determinar el nivel de intensidad de ultrasonido pulsatil de baja
intensidad 6ptimo entre 30 y 50 mW£Apara estimular la proliferacion de CMM de médula ésea de ratas Sprague ravitey, CMM
(1x1Ccls/kg) de medula 6sea de rata Sprague-Dawley fueron cultivadas (alfa-MEM, 20%FBS y 1% antibiotico) y estimuladas con USBI
(0,02 milisegundos), por 20 minutos dos veces al dia por 10 dias con intensidades de 0, 30 y 3@gnyés [control], B, C respecti-
vamente). Se contabilizd el nimero de células en el cultivo y se evalué morfologia celular en microscopio éptico. Setegitzeeon
ANOVA on Ranks y Bonferroni. Los cultivos estimulados con USBI presentaron mayores recuentos celulares, y se observaras diferen
estadisticamente significativas entre los grupos Ay C (p<0,05). Se observaron diferencias morfoldgicas entre célulassieryriapos
con USBI Yy el control. La estimulacion de las CMM en cultivos bidimensionales con USBI influencia cambios en la morfolagjeseelu
concluye que 50mW/ches la intensidad 6ptima dentro de las evaluadas para producir aumento en la proliferacién celular (p<0.05).

PALABRAS CLAVE: Células madre mesenquimales; ultrasonido

INTRODUCCION

Las Células Madres son precursoras de las células  La posibilidad de obtener células madres desde dife-
que existen en el cuerpo humano, cumpliendo un rol fund&ntes tejidos ha incentivado el desarrollo de técnicas para
mental en el desarrollo embrionario (Caplan, 1991; Meyeéislamiento y cultivo celular, para su posterior aplicacion
& Wiesmann, 2006), y en el potencial regenerativo de I terapias regenerativas. Para lo anterior, las capacidades
tejidos (Tokalowet al, 2007). Una vez diferenciados los te-de diferenciacion, migracion y crecimiento de un determi-
jidos su presencia se hace méas escasa, no obstante lo @a@d grupo celular resultan claves en su potencial uso en
numerosos estudios han reportado su aislamiento en tejite@pias regenerativas. Estas pueden optimizarse con
diferenciados, tanto en médula 6sea (Friedensteal, estimulacion bioquimica y/o fisica. En efecto, el ambiente
1987; Javasoet al, 2001; Rhodest al, 2004; Tropekt biomecanico resulta ser un potente regulador del comporta-
al., 2004), como en otros tejidos (Nathetnal, 2003; de miento de las CMM de médula 6sea en cultivos celulares
Ugarteet al, 2003; Nothet al, 2002; Fickeret al, 2003; (Maloneet al, 2005). Dentro de los estimulos fisicos se han
Bakshet al, 2004; Jeet al, 2007; Dualibiet al, 2008; Yao estudiado entre otros el ultrasonido pulsatil de baja intensi-
et al, 2008) habiendo sido también descritas en cartilagdad (USBI) (De Oliveirat al, 2008; Walkeet al.,2007) y
hueso subcondral y en tejido conectivo perivascular del cdfitrasonido continuo (Chaet al, 2007; Leeet al, 2007;
dilo articular mandibular (Rabit al, 2002; 2003). Cuiet al, 2006, 2007).
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El USBI es una forma de energia mecanica transnitermelo Biotec) durante 15 minutos, a 2000 rpm C23
tida a través de los tejidos a niveles de energia inferiorestateniéndose una banda de células mononucleares, dentro
0.1W/cm2 (Schortinghuist al.,2003). Su uso ha sido ex- de las cuales se encuentran las CMM. Posteriormente las
tensamente estudiado en medicina para la aceleracion dENMM se purificaron resuspendiéndose en un tubo de 15 mL
velocidad de reparacion de fracturas 6seas (Kristiagtsencon PBS 1x (Dulbecoo’s Phosphate — Buffered Saline
al., 1997; Busset al, 2009). A su vez, se han demostradpowder, GIBCO, Invitrogen) y centrifugando durante 10
efectos positivos del USBI en el crecimiento endocondraiinutos a 1680 rpm y 2G.
tantoin vivocomoin vitro (Choiet al; El-Bialy et al, 2003)
incluyendo variaciones en el patrén de crecimiento Obtenidas las CMM, se resuspendieron en 3 mL de
endocondral del proceso condilar mandibular en animale®dio completo, se contaron en una camara de Neubauer
de experimentacion (El-Bialgt al, 2003; El-Bialy, 2007; (Neubauer Improved Pright Line, 0,1 mm de profundidad,
Oyonarteet al, 2009). En cultivos celulares, el USBI ha0,0025 mm2, HBG) y se sembraron en placas de 6 pocillos
demostrado ser de utilidad estimulando la diferenciacién daina concentracion de 1 x 106 cls/mL.
condrocitos (El-Bialyet al, 2010; Saitcet al., 2004) y
osteoblastos (Kristenseat al), la formaciéon de matriz Se cultivaron durante 3 semanas hasta alcanzar la con-
extracelular 6sea (Tsetf al, 1992; Suzukét al, 2009), au- fluencia cercana al 80% y se tripsinizaron con 1 mL de
mentando la expresion de proteina morfogenética 6s&apsina (TrypLETM Select, GIBCO, Invitrogen) durante 5
(Suzukiet al, 2009) y la proliferacion celular (EI-Biat  minutos, para posteriormente, diluir en PBS 1x y centrifugar
al., 2010), e inhibiendo procesos de apoptosis en cultivasl680 rpm por 5 minutos aZ3 De este modo las CMM
de CMM (Leeet al). Los parametros fisicos dentro de logntran al pasaje 1y se cultivan hasta el pasaje 4. Las células
que el USBI es aplicado en condiciones de cultivo celulabtenidas tras los pasajes se contaron y sembraron en 3 pla-
de CMM pueden variar ampliamente dentro del rango @as de 6 pocillos a una concentracion de 1x 105 cls/mL.
emision de energia definido como ultrasonido pulsatil de
baja intensidad, bajo 0,1W/énhabitualmente fluctuando Caracterizacion de CMM de médula 6sea de ratafara
entre 30mW/crhy 50 mW/cni. Resulta de interés determi-la caracterizacidm vitro se utilizaron los criterios publica-
nar el efecto de la aplicacion de USBI en intensidades des segun la International Society for Cellular Therapy
30mW/cn? y 50 mW/cnd sobre la proliferacién celular de (ISCT): adherencia al plastico (Friedstetral, 1987), proli-
cultivos de CMM. feracion, morfologia fibroblastoide (Fibroblast like-cells) y
diferenciaciéon a linaje condrogénico, osteogénico y
El objetivo de este estudio fue determinar el efectadipogénico (Tokaloet al). Se realizaron las diferenciacio-
de dos niveles de intensidad de ultrasonido pulsatil de bajes a cada linaje segun protocolos descritos en el Technical
intensidad sobre la proliferacién de CMM de médula 6sééanual, Stemcell Technologies (2008), version 1.2.0.
de ratas Sprague Dawléwy,vitro.
Estimulacién de CMM con ultrasonido de baja intensi-
dad. Se utilizé un aparato de Ultrasonido Medlinne 4100 —
MATERIAL Y METODO Terapia Combinada (Santiago, Chile), calibrado para emi-
sion de USBI especificamente para este estudio. Se dividie-
ron las placas en tres grupos de estudio, donde se utilizaron
Purificacion y cultivo de CMM de médula 6sea de ratas. intensidades de 0, 30 y 50 mW/£mon pulsos cada 0,2
CMM de médula 6sea de fémur de ratas Sprague - Dawieylisegundos, aplicados durante 20 minutos, dos veces por
macho de 200 a 250 gramos de peso y 7 semanas de etlady hasta la confluencia de las CMM al 80%. En cada
fueron aisladas segun el siguiente protocolo: la médula 6gtaca se sembraron 4 pocillos con CMM en pasaje 4 a una
se aspir6 con una jeringa de 10 mL de volumen y sencentracion de 1 x 16ls/mL.
resuspendioé en un medio completo compuesto por a-MEM
(Minimal Eagle Medium, GIBCO, Invitrogen), 20% de suero Evaluacion de cambios cualitativos y cuantitati-
bovino fetal (FBS [MSC Qualified Fetal Bovine Serum, 10&0s de CMM. Se capturaron imagenes digitales utilizando
mL, GIBCO, Invitrogen]) y 1% de Antibiético (Penicilina- un microscopio éptico con aumento de 40X, obteniéndose
Estreptomicina, PenStrep, GIBCO, Invitrogen). imagenes digitales para cada cultivo. Las imagenes de las
células fueron analizadas utilizando el programa SigmaScan
Las células obtenidas de la médula 6sea $&0 5.0, donde se registraron los cambios morfolégicos de
centrifugaron en un tubo Falcon® (Blue maxim, 50 mLcada grupo de células y el nimero de estas por superficie.
Polypropylene Conical Tube, Falcon, Becton Dickinson) d&e realiz6 el recuento celular el dia 7 y se evalué el porcen-
50 mL con Ficoll® (Ficoll-PaqueTM PLUS, GE Healthcaretaje de confluencia.
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Andlisis estadistico Se aplicaron para el andlisis de los datos Se observaron diferencias morfolégicas entre el

los test estadisticos de ANOVA on ranks y Bonferroni. controly los grupos estimulados con USBI. En el con-
trol, las células presentaron una morfologia alargada y
aplanada, semejante a fibroblastos. Los grupos estimu-

RESULTADOS lados presentaron una morfologia mas amorfa (Fig. 1).

A su vez, los cultivos estimulados con 30 y 50
La aislacion, cultivo y caracterizacion de CMM de mémW/cn? presentaron un mayor nimero de células por
dula 6sea de fémur de rata Sprague — Dawley se efectud segiimielad de superficie en comparacion al grupo control
protocolo descrito. Se obtuvo una cantidad aproximada de 3,619, 31 y 33 x 103 células por émespectivamente),
10 cls/cnt iniciales, cantidad suficiente para lograr cultivos deonstatandose diferencias estadisticamente significati-
3,0 x 10 cls/cnt y realizar los experimentds vitro. vas (ANOVA on Ranks, p<0,05). Esta diferencia en pro-
liferacion celular fue significativamente mayor en pla-
El estudio concluyé el dia 7 donde el primer grupo eras estimuladas con 50 mW£Ade intensidad, respec-
confluir al 80% fue el de las CMM estimuladas con USBI al 5 al grupo control (Bonferroni, p=0,037), como se ob-
mW/cn. serva en la Fig 2.

Fig. 1. Imagen de CMMs en el dia 7, donde se observan los grupos A (0 f\VR/¢80 mW/cn) y C (50 mW/cr) con aumento de
200X.
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estudiosin vitro (Applefordet al, 2007; Suzuket al) u

otras intensidades dentro de lo que es caracterizado como
USBI (Tienet al.,2008; Zhanget al, 2003). Resulta apa-
rente que diferencias asociadas al tipo de aparato de US uti-
30 ] ~lizado, caracteristicas de area y estructura del transductor,
25 e ——— asi como la frecuencia de emision, entre otros, podrian in-
fluir en el establecimiento de niveles 6ptimos de intensidad
de emision de USBI.

35

20 1 —

La aplicacion de USBI en cultivos celulares repre-
senta una modalidad sencilla de utilizacion métodos de
estimulacién biofisica durante el cultivo de CMM, facili-

; - . tando su proliferacion y optimizando la eficiencia de dicho

1 2 3 proceso, habiendo ya sido exitoso su uso en CMM de ori-
Fig. 2. Proliferacion celular promedio expresada®c&lulas por  gen orofacial (Applefordet al). Los presentes resultados
cn? . Grupos 1: control 0 mW/cm2: 30, 3: 50 mW/ci obser- sugieren que la utilizacion de USBI (30 mWgnb0 mw/

vandose diferencias significativas entre grupos 1y 3. cn¥) durante el proceso de cultivo favorece los procesos de
proliferacionin vitro, siendo este fendmeno de mayor rele-
DISCUSION vancia a intensidades de 50 mW#cm

En conclusion, la aplicacién de USBI en cultivos

Este estudio tuvo por objetivo establecer la intensbidimensionales de CMM de médula 6sea favorece la proli-
dad optima entre dos intensidades de estimulacion con US8lacion celular, variando a su vez la morfologia de las cé-
en cultivos bidimensionales de CMM de médula 6sea tlidas estimuladas con USBI.
ratas Sprague-Dawley, identificando sus efectos sobre la
proliferacion y morfologia celular. Asi, se determiné que la La estimulacion de cultivos celulares de CMM de
intensidad a la que se observaron diferencianédula 6sea de rata Sprague-Dawley a una intensidad de
estadisticamente significativas fue la de 50m\Wkmrela- 50mW/cnt es mas eficiente que la intensidad de 30mw/
cion a los controles. Ello ofrece un parametro que permite¥ como factor coadyuvante de la proliferacion celular, bajo
favorecer la proliferacion de CMM de rata de médula 0sdlas condiciones aplicadas en este estudio.
Estos resultados sugieren que la utilizacion de USBI (30
mW/cn? y 50 mW/cnd) durante el proceso de cultivo favo-
rece los procesos de proliferaciarvitro, siendo preferible AGRADECIMIENTOS
la intensidad de 50mW/ém

Nuestros resultados concuerdan con los de otros au-  Agradecemos a Facultad de Odontologia de la Uni-
tores que han estudiado los efe@tostro de la estimulacion versidad de los Andes por el apoyo y financiamiento y a
con USBI en cultivos celulares sobre variables como cre¢iabiola Diaz por ayudarnos en la manipulacién de cultivos
miento, diferenciacion o migracion celular en que la aplicgelulares y por el manejo y cuidado de las células madres
cion de USBI favorece dichos procesos (De Oliveiral; mesenquimales.
Walkeret al). De hecho, se ha reportado que el USBI pro-
mueve la diferenciacion de CMM a condrocitos (eeael;
Cui et al, 2006, 2007). La explicacion a dicho fendmenB8ECERRA, G. A.; DIAZ, Z. J.; CARRION, A. F;
estd aln en un plano tedrico, e involucraria el réNOSTROZA, S. C. & OYONARTE, W. R. Evaluation of
mecanotransductivo de integrinas transmembrana frent@@senchymal stem cell proliferation using different low intensity
la estimulacion del cultivo celular con USBI (Leeal). Pulsed ultrasound intensitieft. J. Morphol., 30(2)621-626,
Estas estimularian la proliferacion, diferenciacién y migra@-mz'
cion celular,ygdemé}s, ggnerarian un proceso antiapoptético SUMMARY: Mesenchymal Stem Cells (MSCs) can be
que aumentaria la viabilidad celular (Leteal; Mobasheri  ,ffected in their capabilities to proliferatevitro under physical
et al, 2002). and/or biochemical stimulation. The aim of this study was to select
an optimal intensity level for low intensity pulsed ultrasound
Distintos autores han empleado diferentes intensid@dPUS) stimulation of Sprague-Dawley bone marrow MSCs
des de emision de USBI, preferentemente a 30m¥\ama proliferationin vitro. Bone marrow MSCs of Sprague-Dawley rats
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where cultured (a-MEM, 20%FBS and 1%antibiotic) and stimulated  Aghjian, P.; Benhaim, P.; Hedrick, M. H. & Fraser, J. K.
with LIPUS (0,02 milisec), for 20 minutes twice daily for 10 days,  pitferential expression of stem cell mobilization-associated

at intensities of 0 (control), 30 and S0mW/cm2 (groups A, B, C).  molecules on multi-lineage cells from adipose tissue and bone
Cellular count and morphological evaluation were performed. marrow.Inmunol. Lett., 89(2-3367-70, 2003.

ANOVA and Bonferroni tests were performed. LIPUS-stimulated

cultures displayed greater cellular counts, and significarﬁuanbi,s. E.; Dualibi, M. T.; Zhang, W.; Asrican, R.; Vacanti, J. P.
differences were observed between groups A and C (p<0,05). g velick, P. C. Bioengineered dental tissues grown in the rat
Morphological differences were observed between cells from a3y, J. Dent. Res., 87(8)45-50, 2008.

LIPUS-stimulated and control groups. An intensity of 50mW/cm2
elicits increased cellular proliferation (p<0.05). Stimulation of|.gjaly, T. Therapeutic Ultrasound applications in craniofacial
MSCs cultures with LIPUS influences cellular morphology. growth, healing and tissue engineerifgjuvenation Res.,
10(3)367-71, 2007.

KEY WORDS: Adult stem cells; Mesenchymal stem
cells; ultrasound. El-Bialy, T.; EI-Shamy, I. & Graber, T. M. Growth modification of
the rabbit mandible using therapeutic ultrasound: Is it possible
to enhance functional appliance resultstgle Orthod.,
73(6)631-9, 2003.
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