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Resumen

Los campos magnéticos han sido utilizados como un estimulo externo con el fin de ser
usados como métodos terapéuticos para recuperar el cartilago articular. Se han llevado a
cabo investigaciones donde se evidencian que el campo promueve la proliferacion y
sintesis molecular como los glicosaminoglicanos en condrocitos. Sin embargo, en estos
estudios no se evidencia una similitud en los resultados obtenidos. Esto se debe a la
variedad de magnitudes de campo utilizadas y los rangos de tiempo. Adicionalmente la
homogeneidad del campo no es clara debido al tipo de bobina que se utiliza en dichos
ensayos. Por esta razdn en esta investigacion se implementé una metodologia
computacional que permitio el disefio de un dispositivo que genera un campo magnético
homogéneo en su interior. También haciendo uso de modelos computacionales se
demostrd el efecto que existe en la membrana celular cuando es estimulada con un campo
eléctrico y magnético. Finalmente, experimentalmente se demostré que la magnitud del
campo magnético y el tiempo total de estimulacion son variables que combinadas
adecuadamente pueden potenciar la proliferacibn celular o la sintesis de
glicosaminoglicanos en cultivos in vitro. En conclusion, en los modelos computacionales y
en los ensayos experimentales realizados pudimos demostrar que los campos magnéticos
generan un efecto positivo sobre los condrocitos aumentando su proliferacion celular y
sintesis de glicosaminoglicanos, lo cual permite mejorar los tratamientos que se realizan
en la actualidad en ingenieria de tejidos y en medicina regenerativa con el fin de recuperar

el cartilago articular.

Palabras clave: Campo magnético, cartilago articular, condrocitos, monocapa,

proliferacion, glicosaminoglicanos, estimulos biofisicos.






Abstract

The magnetic fields have been used as an external stimulus with the purpose of being used
as therapeutic methods to regenerate the articular cartilage. That’s why it has been carried
out some researches where they show that the magnetic field promotes in chondrocytes
proliferation and molecular synthesis such as glycosaminoglycans. However, in those
studies there is no evidence of similarity in the results. This is due to the fact that there is
a variety of magnetic field magnitudes used and the time ranges. In addition, it can’t be
seen the homogeneity of the field inside the coil because of the kind used in these tests.
For this reason, in this research a computational model was implemented that enhance the
design of a device that produce a homogeneous magnetic field inside of it. Also making
use of computational models it was demonstrated the effect in the cell membrane when it
is stimulated with an electric and magnetic field. Finally, experimentally we showed that the
magnitude of the magnetic field and the total time stimulation are the combined variables
to improve cell proliferation or the synthesis of glycosaminoglycans in in vitro cultures. In
conclusion, in the computational models and in the experimental tests, we were able to
demonstrate that the magnetic fields, generate a positive effect on chondrocytes
proliferation and the synthesis of glycosaminoglycans, which allows us to improve the
treatments that are currently carried out in the tissue engineering and regenerative

medicine in order to regenerate articular cartilage.

Keywords: Magnetic field, articular cartilage, chondrocytes, monolayer,

proliferation, glycosaminoglycans, biophysical stimuli.
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1.Introduccion

El cartilago es un tejido conectivo avascular, aneural y alinfatico el cual segun la
composicion de su matriz extracelular (MEC) y su ubicacién en el cuerpo humano, se
clasifica en elastico, fibrocartilago y articular (Bhosale & Richardson, 2008). El cartilago
articular esta ubicado en las articulaciones sinoviales, en los extremos de los huesos que
forman la articulacion. Este cartilago esté constituido por el condrocito, Unico tipo celular
el cual estd encargado de sintetizar y degradar las moléculas que componen la MEC. La
MEC esta4 compuesta por el colageno tipo Il y proteoglicanos (PG) (Hall & Miyake, 2000;
J. Cole & M. Mike, 2004; Miller, 2005).

El colageno tipo Il constituye aproximadamente el 80% del tejido y es el encargado de
proporcionar elasticidad al tejido (Miller, 2005). Por su parte, los PG es la segunda
molécula mas abundante, la cual proporciona al tejido una alta resistencia a la compresion
(Bhosale & Richardson, 2008). Esto se debe a que los proteoglicanos estan compuestos
por asociaciones de proteinas y glicosaminoglicanos (GAG). La naturaleza hidrofilica de
los GAGs provoca una presion de hinchamiento, que permite a la MEC resistir las fuerzas
de compresién. La matriz del cartilago que recubre la articulacién de la rodilla, por ejemplo,
puede soportar presiones elevadas debido a su alto contenido de GAGs (Gentili &
Cancedda, 2009). Sin embargo, cargas excesivas, ocasionadas por el sobrepeso o los
impactos contundentes, conducen a dafios en la MEC y a la apoptosis celular (Landinez-
parra & Garzon-alvarado, 2009). Por lo tanto, después cualquier lesion que sufre el
cartilago la capacidad de regeneracion es limitada convirtiéndose en un problema de salud
publica, donde se busca regenerar tanto la integridad estructural como la funcion del tejido
tal como lo era antes de la lesion (Bhosale & Richardson, 2008; Buckwalter & Mankin,
1997).

La patologia degenerativa mas comun que afecta el cartilago articular, deteriorando las
proteinas generadas por los condrocitos en la MEC, es la osteoartritis (OA). Esta

enfermedad afecta a personas tanto en Colombia como en el resto del mundo (Erickson et
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al., 2002). La OA es una enfermedad cronica de las articulaciones sobre todo de aquellas
gue tienen gran movimiento la cual se caracteriza por el desgaste y destruccion de las
superficies articulares (Colombiana de Salud, 2014). LA OA se manifiesta con grandes
cambios morfolégicos en el tejido como resultado de alteraciones bioquimicas y
biomecanicas; disminuyendo la resistencia a la traccion, rigidez y espesor del cartilago
articular (Roland W. Moskowitz et al., 2007). En las mujeres entre los 45 - 64 afios existe
un 30% de probabilidad de contraer esta enfermedad y asciende a 86% al alcanzar los 65
afios de edad. En los hombres existen valores similares, aunque algo mas bajos en edades
avanzadas (Colombiana de Salud, 2014). Debido a lo anterior se ha considerado a la OA

como un problema de salud publica.

Hoy en dia se cuenta con varios tratamientos para mitigar las diferentes patologias que
afectan el cartilago articular. Entre ellas podemos ver las intervenciones quirdrgicas como
la penetracion del hueso subcondral, microfractura, la mosaicoplastia, desbridamiento y
perforacion conjunta, los injertos de tejido, la osteotomia, entre otros (Bhosale &
Richardson, 2008; Temenoff & Mikos, 2000; Yen et al., 2008) los cuales son llevados a
cabo con el objetivo de regenerar el cartilago articular. A pesar de la disponibilidad de los
diferentes métodos de tratamiento descritos, ninguno de estos ha sido capaz de regenerar
un cartilago similar en estructura, compaosicién y en especial sus propiedades mecanicas
debido a la formacion de fibrocartilago (Solchaga, Goldberg, & Caplan, 2001). Este tejido
fibroso no tiene las mismas propiedades mecanicas del cartilago nativo ya que es mas
rigido provocando que su degradacién mas rapida con el tiempo (Bhosale & Richardson,
2008). Por tal motivo que se desea buscar nuevos métodos terapéuticos que sean capaces

de aumentar la poblacion celular y la sintesis de MEC.

En la actualidad existen evidencias donde se demuestra que la proliferacion y actividad
metabdlica de los condrocitos aumenta cuando estan en presencia de estimulos biofisicos
tales como compresiones dinamicas, ultrasonido, presiones hidrostaticas, estimulos
eléctricos y estimulos magnéticos (Démarteau et al., 2003; Ikenoue et al., 2003; Pezzetti
et al.,, 1999; Wang, Wang, Zhang, Clark, & Brighton, 2004). Los estimulos con campos
magnéticos (CM) se basan en aplicar una magnitud especifica de este estimulo; para ello
se disefia una bobina capaz de generar la magnitud del campo deseado. En diferentes
investigaciones in vitro se ha demostrado que la estimulacién de condrocitos con CM entre
0,5mT y 2 mT hay un aumento en la proliferacion celular y adicionalmente se incrementa

la sintesis de moléculas propias del cartilago articular tales como el colageno tipo II,



proteoglicanos (PG) como el agrecan y glicosaminoglicanos (GAGs) (M De Mattei et al.,
2001; Monica De Mattei et al., 2003, 2004; Pezzetti et al., 1999; Sadoghi, Leithner, Dorotka,
& Vavken, 2013; Vanessa et al., 2007). Adicionalmente se ha encontrado evidencias de
tratamientos con campos magnéticos a personas que padecen artritis reumatoide, en los
cuales los resultados son positivos en cuanto la reduccién de los sintomas de esta
enfermedad ya que tiene un efecto sobre tejidos conectivos (Zwolinska, Gasior, Sniezek,
& Kwolek, 2016).

Aunqgue se han encontrado resultados satisfactorios en las investigaciones consultadas
todas utilizan un sistema de estimulacion con bobinas de Helmholtz el cual produce un CM
homogéneo en un area reducida con lo cual no se puede garantizar que el cultivo este
siendo estimulado con la misma magnitud en toda su area. Esto dificulta la reproducibilidad
de los ensayos. Adicionalmente no se han reportado graficos o simulaciones en donde se
puede apreciar claramente la distribucién del CM, y asi poder demostrar que el cultivo esta
siendo estimulado en tu totalidad con la misma magnitud. Adicionalmente, si se extrapolan
estos ensayos para estimulacion en humanos las dimensiones de estas bobinas de
Helmholtz serian extremadamente grandes lo cual es inviable. Por otro lado, existe gran
variaciéon en los tiempos de estimulacion utilizados para estimular con CM. Los tiempos
varian 4 horas por dia, hasta estimulaciones continuas durante 14 dias (Sadoghi et al.,
2013; Sakai, Suzuki, Nakamura, Norimura, & Tsuchiya, 1991; Schmidt-Rohlwng, Silny,
Woodruv, & Gavenis, 2008). Tampoco se ha encontrado un estudio en donde se haga una
comparacion entre dos o mas magnitudes de CM. Esto genera discrepancia en los
resultados obtenidos, ya que no esta establecido el tiempo de estimulacién ni la magnitud

del CM para obtener la mejor tasa de proliferacion celular y sintesis de MEC.

Con el objetivo de dar solucién a las dificultades existentes en investigaciones anteriores,
este trabajo presenta la evaluacién in vitro del efecto de una estimulacién de CM en
condrocitos. La primera etapa de esta investigacion consistié en el calculo matemético y
disefio del dispositivo de estimulacion magnética. Para ello se consulté los diferentes
dispositivos capaces de generar un CM con sus respectivas ecuaciones para luego realizar
el calculo y dimensionamiento del dispositivo. Se seleccioné una bobina la cual sera capaz
de generar un CM de 1 mT y 2 mT con una corriente de 0,7 Ay 1 A respectivamente y
una frecuencia de 60 Hz, estos valores fueron seleccionados basados en los estudios ya
existentes (M De Mattei et al., 2001; Fioravanti, Nerucci, Collodel, Markoll, & Marcolongo,

2002; Vanessa et al., 2007). En la segunda etapa se procedid a realizar una simulacién



por elementos finitos para comprobar que la distribucion del CM y su magnitud fuesen las
deseadas, para finalmente realizar la fabricacion de la bobina y demés elementos que
componen el circuito de estimulacién. Una vez que todos los componentes del circuito se
tuvieron se procedio a realizar el montaje para luego realizar las mediciones del CM
producido por la bobina y cotejarlos con los datos de la simulacion. Adicionalmente, se
realizaron unas mediciones de temperatura al medio de cultivo ya que el CM genera una
induccién sobre los materiales que pueden causar el aumento de la temperatura y por
consiguiente afectar la viabilidad celular. Una vez comprobado que no existia ningun
aumento en la temperatura del medio de cultivo se procedi6 a la tercera etapa. En la tercera
etapa se evalud en el cultivo celular in vitro la viabilidad, proliferacion y sintesis de GAGs
con estimulacién magnética. Los tiempos de estimulacion a los cuales fueron sometidos
los cultivos fueron 1 hora, 3horas y 5 horas cada 6 horas durante una semana, estos
tiempos no se basaron en ningln estudio porqgue como ya se menciond hay gran
discrepancia en la literatura. En la Ultima etapa de la investigacion se realizé un modelo
computacional del efecto de la aplicacion de CM y eléctricos sobre la membrana plasmatica
de células en cultivos en monocapa. Para ello se discretizd la geometria por elementos
finitos; los elementos utilizados fueron tetraedros con un tamafio minimo de 0,003 um y
tamafio maximo de 1,5 um. Con este modelo se observé el efecto que existe sobre la
membrana celular cuando esta bajo un estimulo biofisico ya sea CM o campo eléctrico
(CE).

Esta investigacion combina los modelos computacionales con la validacion de resultados
experimentales, adicionalmente una simulacion por elementos finitos donde se evidencia
el efecto sobre la membrana celular al estar bajo estimulos biofisicos. Esta ultima parte
nos puede brindar una vision mas amplia de lo que sucede a nivel micrométrico cuando
una célula esta en cultivo monocapa y dar una posible explicacion a las limitaciones que
tienen estos cultivos. Por otra parte, se disefid un dispositivo capaz de generar un CM
homogéneo lo suficientemente largo como para estimular 9 cajas de cultivo
simultdneamente, todo esto comprobado tanto experimentalmente como en simulaciones
computacionales. De la misma manera es la primera vez que se realiza un estudio en el
gue se comparen dos magnitudes de CM con tres tiempos de estimulacién obteniendo
resultados satisfactorios. Debido a lo anterior, se comprobé que la respuesta celular a la
proliferacion como a la sintesis de GAGs depende de la magnitud del CM y del tiempo de

estimulacion.



En conclusion, esta investigacion aporta un avance a los cultivos en monocapa mediante
la utilizacion de métodos computacionales en los que se evidencia los efectos sobre la
membrana celular, con el objetivo de mejorar la proliferacion y sintesis de MEC. Haciendo
uso de estas herramientas y complementando con los métodos tradicionales de cultivo
celular, se logro tener resultados satisfactorios en los cultivos de condorcitos, lo cual es un
aporte para la medicina regenerativa que estd enfocada en cartilago articular. Es por esto
gue en la actualidad estan siendo utilizados nuevos métodos terapéuticos como la
implantacién celular autéloga para mitigar los efectos de las enfermedades degenerativas

del cartilago articular.

1.1 Alcance de lainvestigacion

En investigaciones anteriores solo se ha realizado el analisis in vitro del efecto de los CM
en condrocitos, implementando dispositivos que no garantizan una distribucion de CM
homogénea. Es por esto que, en esta investigacion se implementa un andlisis in silico para
complementar los experimentos in vitro y garantizar las mismas condiciones del cada

ensayo y evaluar las siguientes hipétesis:

¢ Mediante el uso de un método de simulacion computacional, por elementos finitos
se puede evidenciar si existe algun efecto sobre la membrana celular al estar
estimulada por un CM o un CE en un cultivo monocapa.

e Las pérdidas o efectos de borde no causan ninguna interferencia en cada uno de
los elementos que interviene el cultivo celular monocapa ocasionando limitaciones
a la hora de realizar la investigacion.

e Se puede llegar a calcular y fabricar un dispositivo que genere un campo magnético
homogéneo para garantizar una estimulacién idonea y la reproducibilidad del
ensayo de viabilidad y proliferacion celular.

e La simulacién por elementos finitos del dispositivo de estimulaciébn magnética es
una herramienta til para corroborar que la magnitud de campo sea la deseada.

e EIl incremento en la proliferaciéon y la sintesis de GAGs depende tanto de la

magnitud del CM como del tiempo de estimulacion.



Objetivos de la investigacion

1.2 Objetivo General

Evaluar el efecto de una estimulacidon con campos magnéticos sobre condrocitos cultivados

en monocapa.

1.3 Objetivos Especificos

1. Disefar y construir un dispositivo para la aplicacion de campos magnéticos a
condorcitos cultivados en monocapa.

2. Determinar la viabilidad y proliferacién de condrocitos cultivados en monocapa ante
una estimulacion con campos magnéticos.

3. Evaluar la sintesis molecular de condrocitos cultivados en monocapa que han sido

sometidos a una estimulacion con campos magnéticos.

1.4 Esquemade la Tesis

La presente tesis se divide en 5 capitulos. El capitulo 1 es la introduccién de toda la
investigacion realizada. En el siguiente capitulo se menciona una revision bibliografica de
la composicién del cartilago articular y las principales moléculas que lo componen:
colageno tipo Il y proteoglicanos. También se menciona la anatomia del cartilago. A
continuacioén, se habla de las principales patologias que afectan el cartilago y el por qué
se ha convertido en un problema de salud publica. Finalmente, se pueden ver los avances
en investigacion que se han hecho durante los Gltimos afios aplicando CM con el objetivo

de tener nuevos métodos terapéuticos.

En el capitulo 3 se puede observar la implementacién de un modelo computacional
haciendo uso de elementos finitos, en el cual se evidencian los efectos que se presentan
sobre la membrana celular cuando esté en presencia de un estimulo biofisico ya sea CM
o CE. Para ello se utilizé el software (COMSOL Multiphysics, Comsol Inc. Los Angeles,
USA), en el cual se model6é una célula cultivada en monocapa. Se realizaron varias
simulaciones en las cuales se vario6 la frecuencia de los estimulos biofisicos como también

la forma de la célula.



Después de observar los efectos que producen los estimulos biofisicos (CM o CE) sobre
la membrana celular al estar en monocapa, en el capitulo 4 se analiza el comportamiento
de un cultivo de condrocitos cultivados en monocapa siendo estimulados por un CM. En
este capitulo se puede observar el procedimiento de disefio y construccién de una bobina
capaz de generar un CM homogéneo. Este dispositivo garantiza la reproducibilidad de los
ensayos. Por otro lado, se presenta el esquema de aislamiento, cultivo y estimulacion
magnética de condrocitos. Como resultado de esta estimulacion se obtuvo la cuantificacién
de proliferacion celular, asi como de la sintesis de GAGs y su debida comparacion con

células que no fueron estimuladas con el CM.

Finalmente, en el capitulo 5 se presentan las conclusiones generales derivadas de cada
uno de los analisis realizados ya sean experimentales o computacionales en el transcurso
de esta investigacion. Adicionalmente se mencionan algunas recomendaciones para

investigaciones futuras que utilicen este tipo de estimulos magnéticos.



2.Estructura, patologias y campos
magnéticos como alternativa terapéutica
del cartilago articular

2.1 Estructura del cartilago articular

Durante el desarrollo embriolégico, el cartilago articular se crea a partir de condensaciones
de células mesenquimales mediante un proceso denominado condrogénesis (Bhosale &
Richardson, 2008; Coburn, Gibson, Monagle, Patterson, & Elisseeff, 2012). La
diferenciaciéon de las células mesenquimales a condrocitos es regulada por factores de
trascripcion los cuales controlan la sintesis de proteinas de la matriz extracelular (MEC).
El factor de transcripcion mas importante es el SOX9 ya que es el encargado de regular la
produccion de colageno tipo Il y proteoglicanos (PG) (Ballock & Keefe, 2003; Karsenty &
Wagner, 2002). El colageno tipo Il es la molécula principal del cartilago constituyendo del
10 al 20 % del peso humedo del cartilago, ademas es el encargado de dar resistencia a la
traccion al tejido (Bhosale & Richardson, 2008). Por otro lado, los PG son moléculas
polisacéaridos los cuales son los encargados de darle la resistencia a la compresiéon al
cartilago, adicionalmente mantiene la concentracién de agua y electrolitos (Buckwalter &
Mankin, 1997). Los PG estan constituidos por moléculas llamadas glucosaminoglicanos
(GAGs). Los GAGs son moléculas hidréfilas lo que genera que formen geles en
concentraciones muy bajas y ocupen un gran volumen en comparacion con su peso (Gentili
& Cancedda, 2009). Adicionalmente son los encargados de soportar los esfuerzos de
compresion a las que son sometidas las articulaciones (Bruce Alberts, Alexander Johnson,
Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, 2002).



El cartilago articular esta ubicado en los extremos de los huesos que forman la articulacion
sinovial. El cartilago tiene diferentes espesores segun la ubicacién y las cargas mecénicas
a las que esté sometido. Por ejemplo, el grosor en las articulaciones interfalangicas varia
entre 1 mm y 2 mm, mientras en las que en la rodilla y la cadera tiene un espesor de 3 mm
a 5 mm (Kronenberg, 2003). Las cargas a las que puede estar sometida la articulacién de
la cadera esta entre 1 — 4 MPa, mientras que la rodilla soporta cargas de hasta 18 MPa
cuando se realiza actividad fisica (Bhosale & Richardson, 2008; Erggelet & Mandelbaum,
2008).

El cartilago articular esté constituido por un anico tipo celular, el condrocito. La densidad
celular al interior del cartilago es baja ya que constituye un 5% del volumen total del
cartilago, esto también dificulta que la regeneracion del cartilago sea rapida (Bhosale &
Richardson, 2008). Histol6gicamente, el cartilago esta dividido en cuatro zonas segun la
morfologia de los condrocitos y la orientacién del colageno tipo Il (Bhosale & Richardson,
2008; Matta, 2013) (Figura 2-1). La zona tangencial es la zona mas delgada donde los
condrocitos tienen una morfologia aplanada. La siguiente zona es de transicion en la cual
la densidad celular es menor y los condrocitos tienen una forma ovalada. En la zona media
los condrocitos se comienzan a agrupar, la forma es circular y posteriormente se organizan
en columnas. En esta zona las células sintetizan colageno tipo Il en grandes cantidades.
Finalmente, en la zona calcificada los condrocitos se agrupan y comienzan a sintetizar
colageno tipo X con el fin de dar amortiguacién entre el cartilago articular y el hueso
subcondral (Matta, 2013).

i Zona 1:
35 el Zona Tangencial
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D) IN\\'® D)

Hueso Subcondral

Figura 2-1: Zonas del cartilago articular, donde se puede observar la morfologia de la
célula en cada una de las zonas del tejido y adicionalmente la organizacién de las fibras

de colageno tipo Il (Matta, 2013).



2.2 Enfermedades del cartilago articular

Las lesiones que afectan el cartilago articular se pueden clasificar en tres tipos. La primera
son las lesiones que cambian la composicion de la MEC. La segunda son las que generan
un cambio en el espesor del tejido las cuales provocan fisuras en la superficie del cartilago
articular. Finalmente estan las lesiones que afectan en su totalidad el espesor del cartilago
hasta llegar al hueso subcondral (Temenoff & Mikos, 2000). Durante las actividades diarias,
el cartilago estd sometido a ciertas cargas ciclicas que pueden afectar la morfologia del
tejido y conllevar a estas alteraciones funcionales como limitar el movimiento de la
articulacion. Adicionalmente, existen patologias que pueden ser causa de factores
genéticos o de crecimiento (Ross, 2007).

La enfermedad degenerativa mas frecuente del cartilago articular es la osteoartritis (OA)
la cual afecta tanto las células como la MEC. Segun (Mueller & Tuan, 2011) afecta
aproximadamente a 9,6% de los hombres y 18% de las mujeres debido a la obesidad y el
envejecimiento, convirtiéndola en un problema de salud publica. La evolucion de esta
enfermedad incluye varios factores donde se destaca la inflamacién de la articulacion,
predisposicién genética entre otras (Seed, Dunican, & Lynch, 2009). Las principales
consecuencias que presenta un paciente al contraer esta enfermedad son las alteraciones
en las proteinas primarias como el colageno tipo Il y los PG. Lo anterior causa una
disminucioén en la resistencia a la compresion, rigidez y espesor del cartilago articular,
remodelacién del hueso subcondral e inflamacion crénica de la membrana sinovial (Martel-
pelletier, Boileau, & Roughley, 2008; Roland W. Moskowitz et al., 2007). Existen otras
patologias como osteocondritis y espondiloartritis las cuales producen dolor, inflamacién,
dificultades de movimiento y fractura de las articulaciones (Nesic et al., 2006). Debido a lo
anterior se crea la necesidad de buscar métodos terapéuticos que ayuden a la
regeneracion del cartilago articular de forma efectiva y rapida y lo mas importante, que

todas las propiedades mecénicas del tejido sean las mismas al cartilago nativo.
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2.3 Métodos para regenerar el cartilago articular

Hoy en dia se cuenta con varios tratamientos para mitigar las diferentes patologias que
afectan el cartilago articular. Existen técnicas tales como la penetracion del hueso
subcondral en la cual se afectan los vasos sanguineos subcondrales lo cual causa la
creacion de un coagulo de fibrina, en este punto las células madre mesenquimales
primitivas de la médula 6sea migran hacia el coagulo, proliferan y se diferencian,
pareciéndose morfoldgicamente a los condrocitos (Bhosale & Richardson, 2008). Asi
mismo el método de micro fractura consiste en la eliminacion de cartilago para crear un
defecto bien definido y estable rodeado de cartilago normal, con una exposicion completa
de la placa subcondral; el éxito de este procedimiento radica en crear bordes
perpendiculares estables de cartilago sano alrededor del defecto, luego se usa un punzén
artroscOpico para crear agujeros Yy rellenarlos con un coagulo; para una buena
recuperacion se debe tener un movimiento pasivo continuo, seguido de un programa de
soporte de peso estrictamente protegido (Bhosale & Richardson, 2008). Los tratamientos
guirdrgicos son técnicas costosas e invasivas con efectos a corto y mediano plazo. Las
principales limitaciones incluyen la afectacién de tejidos sanos. Este tejido no tiene las
mismas propiedades mecdanicas y bioquimicas del cartilago articular, lo que implica una
gran limitacion desde el punto de vista mecanico. Ademas, el efecto combinado de estos

procedimientos es dificil de cuantificar (Bhosale & Richardson, 2008).

Por otro lado, a través del tiempo la fisioterapia ha tratado las lesiones presentes en la
articulacion como una alternativa no invasiva. Dentro de los métodos fisioterapéuticos mas
utilizados encontramos la electroterapia. Asi mismo existe la electroestimulacion tal como
lo realiza (Zizic, Hoffman, & Holt, 1995) quien encuentra que por medio de pulsos eléctricos
intermitentes se disminuye el dolor en la rodilla y aumenta la flexion y funciones de la
articulacion. Sin embargo, la regeneracion de tejidos en personas con edades avanzadas
es lenta lo cual nos lleva a buscar nuevos métodos terapéuticos que sean mas efectivos

en tiempos mas cortos.
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Recientemente, también se ha propuesto la terapia celular autéloga donde los condrocitos
son aislados del paciente y expandidos in vitro para ser introducidos finalmente en el sitio
de la lesion (Jakob et al., 2003). La técnica de implantacién de condrocitos aut6logos (ICA),
implica la extraccion de una pequefia pieza de cartilago de un area que soporta poco peso
de la articulacion de la rodilla. Los condrocitos se aislan enziméaticamente y se cultivan in
vitro para obtener millones de condrocitos activos. Después de 2-3 semanas, se abre la
articulacion y el defecto condral se cubre con un parche peridstico de la superficie tibial
superior. Finalmente cuando se logra un sello hermético, la suspensién celular se inyecta
en la articulacion afectada (Bhosale & Richardson, 2008). De esta forma se aumenta la

densidad celular del tejido y por consiguiente su regeneracion puede ser mas rapida.

2.4 Estimulos celulares con campos magnéticos

A pesar de las diferentes técnicas que se tienen hasta el momento ninguna ha logrado
regenerar el cartilago articular que tenga las mismas propiedades morfofisiolégicas.
Debido a lo anterior ain se continda en la basqueda de nuevos métodos no invasivos
haciendo uso de estimulos biofisicos externos como por ejemplo el campo magnético
(CM). La ingenieria de tejidos actualmente ha buscado la forma de construir dispositivos
gue puedan promover la proliferacion celular y la sintesis de MEC para mejorar las
posibilidades de regenerar cartilago articular de forma in vitro disefiando generadores de
CM. El CM se puede producir por cualquier flujo de electrones a través de un medio
conductor. Por el contrario el campo eléctrico (CE) es producido por cargas estacionarias,
y el CM por cargas en movimiento (corriente) (Van Bladel, 2007). EI CM es proporcional a
la corriente que circula por un alambre el cual, matematicamente hablando, se representa

por vectores que van en direccién radial al alambre.

Los CMs han evidenciado tener gran impacto en la proliferacion celular, expresion y
sintesis de moléculas asociadas al cartilago articular como el colageno tipo Il y agrecan
(Monica De Mattei et al., 2003; Schmidt-Rohlwng et al., 2008; Vanessa et al., 2007), por lo
cual es un @mbito en el cual se desea profundizar con el fin de encontrar medios eficientes
no invasivos para su futura implementacion en terapia regenerativa. A continuacion, se

muestra una revision bibliografica de los resultados obtenidos en diversas investigaciones.
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Tabla 2-1: Revision bibliografica de condrocitos estimulados con un CM.

Autor Magnitud g ping Frecuencia Tipo Esquema de Resultados
de CM celular estimulacion
Continuo de 12 Evidencié una mayor prollfergcmn (_:felular
en todos los esquemas de estimulacion en
horas durante 24 L
(Vanessa et comparacion con los que no fueron
1,6 mT  Helmholtz 75 Hz Humanos horasy 4 horas por -
al., 2007) ; expuestos al campo, adicionalmente
dia durante 10 o . .
. cuantifican la apoptosis celular la cual tiene
dias.
unos valores menores al 5%.
Identificar los factores de crecimiento o los
(Pezzetti et 23mT  Helmholtz 75 Hyz Humanos 6y 30 horas mlt_ogeno; que son importantes en la
al., 1999) estimulacion de los condrocitos humanos
estimulados con un CM pulsante
(Stolfa et al El CM estimula el metabolismo de
2007) " 06T Helmholtz 21,3 MHz Humanos 72 horas condrocitos cultivados in vitro después de
72 horas de aplicacion
(M De 1,6,9, 18 horas,y Se observé un aumento significativo en la
Mattei et al., 2,3mT  Helmholtz 75 Hz Humanos 3y 6 dias proliferaciéon celular en los tres primeros
2001) continuos dias en que estuvieron expuestas al campo
El CM pueden actuar en conjunto con el
(Monica De factor principal de crecimiento anabdlico del
Mattei et al., 1,5mT  Helmholtz 75 Hz Bovinos 24 horas continuas cartilago para estimular la sintesis de los
2004) componentes esenciales de la matriz del
cartilago.
(Jahns, Lou, . . .
Durdle. & 1,7y3.1 500y 100 Hz El CM_ pulsante indujo un cambio
Helmholtz , Humanos 6 horas morfolégico de estrellado con procesos
Bagnall, mT respectivamente . . .
2007) extendidos a esférico retraidos
Conserva claramente el contenido de
(Liu, 1996) 01mT  Helmholtz 1.5 Hz Pollo 3 horas diarias proteogllcgnos §ulf§tados del cartilago del
durante 48 horas pollo embrionario sin afectar a la estructura
o funcion del proteoglicano sulfatado
(Livingston, -
Mohanty, & No Conejo 1 hora diaria Muestran un efectq benef_|co para !a
, . - Helmholtz 1Hz regeneracion del cartilago articular tanto in
Chittaranjan, especifica durante 6 semanas

2011)

Vivo como in vitro.
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Como se puede apreciar en la Tabla 2-1, el campo magnético con magnitudes entre 0,5 a
2 mT favorece la proliferacion celular de condrocitos. Sin embargo, bajo los esquemas de
estimulacion a los que las células son expuestas, no existe un patron en donde los
resultados sean semejantes entre si en proliferacion, viabilidad y sintesis molecular.
Adicionalmente las bobinas de Helmholtz utilizadas en los trabajos mencionados
anteriormente, no generan un campo homogéneo si las dimensiones del dispositivo no son
lo suficientemente grandes tales como el didmetro de cada bobina. Por tal motivo si no se
disefia un dispositivo que produzca un campo homogéneo y estable no se puede garantizar

la reproducibilidad de los experimentos.
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3.Modelo del Efecto de la Aplicacion de
Campos Magnéticos y Eléctricos sobre la
Membrana Plasmatica de Células en
Cultivos en Monocapa

3.1 Introduccidn

En los seres vivos existen estimulos biofisicos en todos los 6rdenes de escala entre ellos
se destacan estimulos mecanicos, luminicos y eléctricos. Entre los estimulos eléctricos
encontramos los campos eléctricos (CE) y campos magnéticos (CM) encargados, por
ejemplo, de la comunicacion de las células nerviosas o la apertura de canales de
sefializacion para permitir el ingreso y salida de moléculas de la membrana celular, entre
muchas méas (Chao & Inoue, 2003). También existen CM alrededor del cuerpo humano
producidos por la activacion de los musculos (Cohen & Givler, 1972). En la actualidad los
CE y CM estan siendo ampliamente investigados con el fin de encontrar métodos
terapéuticos eficientes en los cuales se puedan tratar enfermedades sin tener que realizar

intervenciones quirdrgicas a los pacientes.

Los CE y CM han demostrado tener un efecto positivo en la dindmica celular tal como
aumento en proliferacion, estimulacién de la produccion de proteinas como colageno,
agrecan y los glicosaminoglicanos (GAGs) (Martino, Perea, Hopfner, Ferguson, &
Wintermantel, 2010; J. J. Vaca-Gonzéalez, Guevara, Vega, & Garzon-Alvarado, 2016;
Vanessa et al., 2007). Una de las causas por las cuales se cree que hay un efecto sobre
la membrana celular cuando se estimula con un CE se debe al campo inducido sobre la
misma, generando una activacibon mas prolongada de proteinas de membrana y por
consiguiente mayor ingreso de sustancias tales como el Na*, K*, Ca?*. El valor de la
diferencia de potencial a través de la membrana celular animal suele variar entre -20 mV'y
-200 mV segun el tipo celular y el organismo (Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian

Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, 2002). Este potencial transmembranal es establecido
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por los canales iénicos y proteinas integrados a la membrana celular (Sundelacruz, Levin,
& Kaplan, 2009; Xu et al., 2009).

Durante la estimulaciébn de campos biofisicos externos a los tejidos, se debe tener en
cuenta no solo la magnitud del campo (eléctrico 0 magnético), sino también la frecuencia
de aplicacién. Existe evidencia experimental donde se demuestra que la estimulacion de
células con un CE a frecuencias entre 20 Hz hasta 448 kHz promueve la proliferacion
celular, asi como la produccién de proteinas propias de la matriz extracelular de cada linea
celular (Foster, 2000; Luisa, Luis, Maria, & Trillo, 2014; J. J. Vaca-Gonzalez et al., 2016;
B. Zhang et al., 2010; Zizic et al., 1995). Por ejemplo, (Foster, 2000) menciona que la
excitacion de la membrana celular se da aproximadamente con valores de 1 KHz o
superiores. Sin embrago, las frecuencias de baja magnitud de 10 Hz hasta 100 Hz son
generalmente las mas utilizadas ya que se consideran naturales y adicionalmente se han
reportado como las mas efectivas a la hora de estimular tejidos (Balint, Cassidy, & Cartmell,
2013).

Adicionalmente, existen gran cantidad de reportes en los cuales realizan estimulos
celulares in vitro con CM con magnitudes entre 0,4 mT y 2,3 mT, que muestran un efecto
favorable en la proliferacion celular (M De Mattei et al., 2001; Fini et al., 2005; Vanessa et
al., 2007). Trabajos como los de (Liu, 1996) y (Monica De Mattei et al., 2004) concluyen
gue el tratamiento con CM conserva el contenido de proteoglicanos sulfatados del
cartilago, principales responsables de mantener la hidrataciéon y por ende compresibilidad
del tejido, lo cual permite concluir que es un método terapéutico potencial para la
recuperacion del cartilago. Por otro lado, (Stolfa et al., 2007) con un campo de 0,6 Ty a
una frecuencia de 21,2 MHz comprobd que el campo magnético induce un aumento
significativo en la actividad metabdlica en todos los experimentos después de 72 horas de

aplicacion.

Como se mencion6 anteriormente existen evidencias que demuestran el efecto bioldgico
tanto del CE como del CM. Sin embargo, los mecanismos no estdn muy bien entendidos
lo cual ha conllevado a la realizacion de modelos computacionales especialmente con CE
con el objeto de dar una explicacidén a esta interaccién. Una de las razones es, que los
rangos de frecuencias de CE y CM con las que se puede estimular un cultivo celular son
muy extensos. Adicionalmente, hay que tener en cuenta el tiempo y los costos econémicos

gue conlleva realizar experimentos suficientes para demostrar ciertas hipotesis. Por lo
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tanto, alternativas computacionales se han implementado con el objetivo de evaluar el
efecto que tiene los estimulos biofisicos sobre el comportamiento celular. Debido a lo
anterior, existen modelos computacionales en los cuales se evalla el efecto sobre la
membrana celular en presencia de un CE y sus efectos al momento de variar la frecuencia
(Taghian, Narmoneva, & Kogan, 2015), sin embargo la geometria de la célula utilizada no
se acercan lo suficiente a las condiciones a las que se encuentra cuando esta en un cultivo
monocapa. Otros estudios brindan apoyo indirecto para demostrar que ciertos campos con
frecuencias especificas pueden desencadenar una variedad de eventos de sefalizacidon
intracelular que involucran redistribucion de carga y flujo i6nico, incluyendo propagacién
de sefal a través de Ca?" (Sheikh et al., 2012). En cuanto al efecto sobre la membrana
celular en presencia de un CM no se han encontrado modelos computacionales que

indique si existe un efecto positivo y negativo sobre la célula.

De acuerdo con lo descrito anteriormente el objetivo de este estudio fue simular el efecto
sobre la membrana celular al ser estimulada tanto con un CE o un CM. Adicionalmente, se
guiso comprobar si el campo inducido por los estimulos es suficiente para generar una
interaccion en los canales de sefializacion de la membrana celular. Para llevar esto a cabo
se implementd un modelo por elementos finitos. Fue simulada una célula con una capa no
conductora (membrana celular) que separa dos regiones conductoras, el medio de cultivo
y el citoplasma. La célula se consider6 como un cultivo celular en monocapa. La forma de
la célula se varié en tres diferentes geometrias: una esférica y dos geometrias elipsoidales
diferentes. Con lo anterior se queria observar el comportamiento de la membrana celular
mientras es estimulada por un CE o CM. Todos los valores de los estimulos biofisicos
fueron seleccionados basados en rangos bioldgicos. Los resultados obtenidos demuestran
gue existe una concentracion de carga al momento que se pasa de una forma esférica a
una elipsoidal, es decir que se acumula el CE cuando el area es menor. Por otro lado, en
el CM no existe un efecto notorio sobre la membrana celular al variar tanto la geometria

como el valor de la frecuencia.

En éste estudio se buscé complementar las investigaciones experimentales que se han
realizado y obtener una vision mas amplia de lo que sucede con la membrana celular al
momento de estar expuesta a un estimulo eléctrico o magnético. Este modelo puede
complementar las teorias sobre el efecto que se induce en la membrana celular cuando se
estimula con un CE y un CMy la relacién con la geometria de la célula. Este estudio puede

ser (til para todos los investigadores que trabajan en ingenieria de tejidos porque pueden
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disefiar sus experimentos en funcion de los resultados obtenidos de modelos

computacionales.

3.2 Materiales y métodos

Modelo Computacional

3.2.1 Modelo matematico

Se realiz6 un modelo computacién haciendo uso del software (COMSOL Multiphysics,
Comsol Inc. Los Angeles, USA), mediante el cual se discretiz6 la geometria con elementos
finitos de diferentes tamafios ya que segun el area de interés permite una mayor precision
de los resultados. Los elementos con los cuales se discretiz6 la malla fueron tetraédricos
con un tamafio maximo de 1,5 um con un refinamiento en el espesor y alrededores de la
membrana celular llegando a un tamafio minimo de 0,003 pum. Se realizé un analisis de
convergencia de malla. La simulacion para CE fue realizada con el médulo de corrientes
eléctricas (ec) y para CM con el médulo de campos magnéticos (mf). Los dos modelos se
realizaron con en una configuracion 2D axisimétrica. Las condiciones de contorno tanto
para CE como para CM que se utilizaron en los modelos fueron: temperatura de 310 K es
decir la temperatura de una incubadora de cultivo celular y la presién atmosférica estandar
de 1 atm.

Mediante la resolucion de las ecuaciones de Maxwell las cuales describen los fendmenos
electromagnéticos en el dominio del tiempo. Se calculé el campo eléctrico y magnético
inducido en cada una de las areas que se tienen en el modelo (membrana celular, medio

de cultivo, aire, citoplasma etc.).

3.2.2 Simulacién de Campo Eléctrico

Se modelaron dos electrodos de acero inoxidable lo suficientemente largos para asegurar
la distribucién homogénea e isotropica del CE. En medio de los electrodos se ubic6 una
caja de cultivo celular en la cual estan adheridas las células (Figura 3-1a). EI CE generado
entre los electrodos es perpendicular a la célula, con una diferencia de potencial de 100
Vpp. Se realizaron variaciones en la frecuencia con valores de 60 kHz, 10 MHz y 1 GHz.
Estos valores se escogieron basados en experimentos realizados por (J. J. Vaca-Gonzélez
et al., 2016) para la primera frecuencia y por (Taghian et al., 2015) para las otras dos. Las

propiedades magnéticas y eléctricas de cada uno de los elementos que constituyen las
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simulaciones se pueden ver en la Tabla 3-1. Se model6 un area lo suficientemente grande
para evitar los efectos de borde, siguiendo andlisis similares tal como se realiza en
dinamica de fluidos computacional. Esta area se modelo para evitar un sesgo en los

resultados.

3.2.3 Simulacién Campo Magnético

Para la simulacion del CM, la bobina se simul6 en dos orientaciones diferentes: horizontal
y vertical (Figura 3-1b). El valor de corriente que se utilizé y el nimero de vueltas de la
bobina fue de 0,024 A y 15 respectivamente con el objetivo de tener una magnitud de CM
de 2 mT magnitud reportada por (Monica De Mattei et al., 2004; Fini et al., 2005) donde se
evidencia un aumento de proliferacion celular. Al igual que en las simulaciones de CE se
vario la frecuencia con las mismas magnitudes (60 kHz, 10 MHz y 1 GHz). Las dimensiones
de cada uno de los modelos realizados se pueden observar en las Tabla 3-2 y Tabla 3-3.
Se modeld un area lo suficientemente grande para evitar los efectos de borde, siguiendo
analisis similares tal como se realiza en dindmica de fluidos computacional. Esta area se

modelo para evitar un sesgo en los resultados.

I
Eje de Simetria <—:
|

Aire
Caja Cultivo

Medio de Cultivo

Célula

a

Eje de simetria

Aire

de Cultivo
Bobina

dio de
ivo

Figura 3-1: Geometria utilizada para las simulaciones computacionales axisimétricas a) campo

eléctrico, b) campo magnético con orientacién horizontal de la bobina.
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Tabla 3-1: Propiedades Eléctricas utilizadas en las simulaciones

Valor utilizado

Componente Parametro en la Referencia
simulacién
Permitividad
, 11.3 (Foster, 2000)
Relativa
Conductividad
Membrana Celular o 0 (Foster, 2000)
eléctrica
Permeabilidad 1
Relativa *
Permitividad
. (Fear, Member, &
Relativa 80
Stuchly, 1998)
Citoplasma Conductividad (Zhadobov et al.,
o 1.5[S/m]
eléctrica 2012)
Permeabilidad 1
Relativa *
Permitividad 80 (Fear et al., 1998)
Relativa
_ _ Conductividad (Zhadobov et al.,
Medio de Cultivo o 1.5 [S/m]
eléctrica 2012)
Permeabilidad 1
Relativa *
Permitividad 1
Relativa
Conductividad
Cobre o 5.998E7 [S/m]
eléctrica
Permeabilidad 1
Relativa
Permitividad 1
Relativa
Acero Inoxidable
Conductividad
o 1.7391 [S/m]
eléctrica
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Permitividad _
_ 2.6 (Taghian et al., 2015)
Relativa

_ _ Conductividad _
Caja de Cultivo o 10E-16 [S/m] (Taghian et al., 2015)
eléctrica

Permeabilidad

Relativa

Permitividad
Relativa
Conductividad

Aire o 0 [S/m]
eléctrica

Permeabilidad
Relativa

Nota: * La permeabilidad relativa para los tejidos es aproximadamente 1 (Marinova &
Mateev, 2010).

3.2.4 Morfologia Celular

Se model6 la geometria de la célula considerando una forma esférica y elipsoidal con el
objetivo de simular una célula cultivada en monocapa (Figura 3-2). En cuanto a la forma
elipsoidal se mantuvieron las proporciones en cuanto a la disminucién del eje menor
(coordenada y) y el aumento del eje mayor (coordenada x) con el fin de mantener un area
similar para cada uno de los casos. Las dimensiones implementadas para la célula se
encuentran en la Tabla 3-3 y las medidas de las deméas geometrias que componen el
modelo tales como la caja de cultivo, electrodos, bobina entre otros, se encuentran en la
Tabla 3-2. Se considerd que la célula esta rodeada de medio de cultivo. Adicionalmente

se model6 un dominio que corresponde al aire tal como se presenta en un cultivo celular.
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Adherida

Figura 3-2: Geometrias de la célula para la realizacién del modelo en tres etapas diferentes.

Tabla 3-2: Dimensiones geométricas del modelo

) Dimension Referencia
Componente Parametro
(Lm)
Membrana (Kotnik & Miklavcic,
Espesor 0.005
Celular 1998)
_ _ Alto 25
Medio de Cultivo
Ancho 30
Ancho 2
_ Alto 200
Bobina : :
Distancia al 50
eje
Caja de Cultivo Espesor 1 (Taghian et al., 2015)
Separacion 50
Electrodos Espesor 5
Ancho 70
' Ancho 30
Aire
Alto 23
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Tabla 3-3: Dimensiones de las células modeladas.

Dimension Referencia
Componente Parametro
(um)
Membrana (Kotnik & Miklavcic,
Espesor 0.005
Celular 1998)
Eje mayor Eje menor (um)
(Hm)
_ 5 5 (Rip et al., 2004;
Citoplasma i
Taghian et al., 2015)
2
9 1

3.3 Resultados

3.3.1 Convergencia de malla

La calidad de la malla es muy importante a la hora de realizar un modelo por elementos
finitos ya que de esta depende la estabilidad y exactitud de los célculos numéricos. Para
la realizacion de la malla se decidié utilizar elementos triangulares, esto se debe a los
recursos computacionales disponibles ya que con otro tipo de elementos (hexaédricos) el
costo computacional puede llegar a ser excesivo. Adicionalmente, la geometria que se

tiene de la célula y en especial el espesor de la membrana celular son extremadamente

pequefios lo cual aumenta el costo computacional.
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Figura 3-3: Refinamiento de la malla en la membrana celular para garantizar valores de CE y CM.
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En los dominios que comprende la membrana celular se realizd un refinamiento con el fin
de obtener una aproximacion lo suficientemente precisa. Debido a lo anterior la densidad
de la malla en este dominio es elevada tal como se puede apreciar en la Figura 3-3. El
andlisis de convergencia de malla se puede apreciar en la Figura 3-4. Como se puede
observar se realizaron mallas con diferentes cantidades de elementos. Lo anterior con el
fin de encontrar el valor del CE o CM sin necesidad de aumentar el costo computacional.
Como se puede observar (Figura 3-4a) la curva toma un comportamiento estable después
650000 elementos. Sin embargo, para poder garantizar la veracidad de los resultados de
los campos se decidio trabajar con mallas con un total de elementos de 750000. Con este
namero de elementos se puede apreciar en la Figura 3-4b que el error relativo es de 0,14%
el cual es el mas bajo en comparaciéon con mallas con mayor nimero de elementos. Al
momento de realizar mallas con un mayor nimero de elementos el costo computacional
fue excesivo y el resultado del campo calculado era el mismo. Por tal motivo y por qué el
error relativo es menor al 1% (Figura 3-4b) (Tu, Yeoh, & Liu, 2008), se decidié trabajar con

mallas con elementos del orden de 700000.

7,45E+5
7,40E+5
7,35E45

7,30E+5

Error Relativo

7,25E45

a 7,20E+5
250000 350000 450000 550000 650000 750000
Elementos

3,0%
2,5%
2,0%

1,5%

Error Relativo

1,0%
0,5%
0,0%

250000 350000 450000 550000 650000 750000
Elementos

Figura 3-4: Estudios de convergencia de la malla para la realizacién de las simulaciones. a) grafica
de nimero de elementos vs CE b) grafica de nimero de elementos vs error relativo. Las mallas
utilizadas no exceden el 1% de error.
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3.3.2 Estimulacion Eléctrica

La primera simulacion que se realizd consistié en aplicar un CE a una célula con forma
esférica tal como se puede ver en la Figura 3-5a. En esta se puede observar la magnitud
del CE en todos los dominios, principalmente en la membrana celular tal como sucede en
las otras simulaciones al variar tanto la forma de la célula como la frecuencia. En la Figura
3-5b se observa una magnitud de 45 x10° V/m para una frecuencia de 60 kHz en la parte
superior de la membrana celular, para las frecuencias de 10 MHz y de 1 GHz los valores
son de 72 x10® V/m y 69 x10® V/m respectivamente. Este valor va disminuyendo a medida
que se acerca al borde de la célula. Esta razén con la cual va decayendo la magnitud del
CE sobre la membrana es constante siempre y cuando el area donde se distribuye es
constante. También se puede ver en la Figura 3-5 el efecto de borde causado por los

electrodos de acero inoxidable, causado por la geometria de los mismos.
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Figura 3-5: Simulacién del CE (V/m) de una célula cultivada en monocapa a) efecto en la

membrana celular a una frecuencia de 60 kHz. b) Valores de CE a través de la membrana celular

con radio de 5 pm.
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Campo Eléctrico (V/m)

Cuando la geometria de la célula es de forma elipsoidal podemos apreciar que el
comportamiento del CE sobre la membrana es diferente a medida que se aumenta la
frecuencia (Figura 3-6a). En ambas formas elipsoidales estudiadas se presenta un
fendomeno fisico denominado efecto punta. Este fendmeno fisico se basa en la acumulacién
de carga eléctrica en la superficie de un material el cual est4 en presencia de un CE externo
(Yang et al., 2017; R. Zhang et al., 2016). Este valor de carga se tendera a distribuir
uniformemente en toda la superficie, es decir que, si el area es menor, su densidad de
carga tenderd a ser mucho mayor. Lo anterior explica el pico que se presenta en la Figura
3-6ay en la Figura 3-6b especialmente con la frecuencia de 60 kHz. Por ejemplo, cuando
el CE tiene una frecuencia de 60 kHz en la Figura 3-6a la magnitud de este es de 8.1 x10°
VI/m. Sin embargo, cuando la frecuencia aumenta (10 MHz y 1 GHz) este efecto

desaparece y se tiene un valor constante de 7.5 x10° V/my 7.2 x10° V/m respectivamente.

~#- 60 kHz
©- 10 MHz
-1 GHz

Cell Membrane

35 Cytoplasm

3 a | \"‘ \

2.5 &
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n L L L L L L L s L L L L
1] 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 a8

Coordenadar (pum) Coordenada r (um)

Figura 3-6: Valores de CE a través de la membrana celular a) con eje mayor de 8 um y eje menor

de 2 um. b) con eje mayor de 9 um y eje menor de 1 pm.

En la Figura 3-6b se presenta un fendmeno similar al de la Figura 3-6a. Se puede observar
en la Figura 3-6b que existe un punto en el que hay concentracibn de carga con
frecuencias tanto de 60 kHz (12.6 x10° V/m) como en 10 MHz (7.9 x10° V/m). Se evidencia
un claro aumento en la magnitud del CE en el area concentradora de carga a 60 kHz
pasando de 8.1 x10° V/m (eje mayor 8 um) a un valor de 12.6 x10° V/m (eje mayor 9 um),
con lo cual se puede decir que hay una relacién entre la frecuencia y la geometria de la
célula, en especial en el extremo de la célula. Adicionalmente, se puede apreciar una

cresta la membrana celular estimulada a una frecuencia de 10 MHz, pero con un valor
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méaximo mucho menor en comparacion con la de 60 kHz. Realizando una comparacion de
las tres geometrias realizadas podemos ver que las magnitudes del CE en la membrana
cambian ademds la concentracion de carga se desplaza al extremo de la célula, debido a

la disminucion del area superficial en esta zona de la célula.

Como se puede ver en las Figura 3-6a y Figura 3-6b existe un valor pico de la
magnitud del campo a frecuencias bajas en donde el radio de curvatura es menor.
Al realizar una comparacion con un valor de frecuencia de 60 kHz variando la
geometria de la célula se evidencia la magnitud del campo inducido en la membrana celular
en un caso en el que la estimulacién se comience a realizar en el mismo momento en que
la célula fue colocada en la caja de cultivo hasta el punto en el que la misma se fija a la
caja y toma su forma aproximada elipsoidal (Figura 3-7). Adicionalmente, el valor de 12.6
x10° V/m no supera los valores de potencial de membrana naturales los cuales estan entre
-10 a -100 mV (Sundelacruz et al., 2009). Por otro lado, podemos observar en la Figura
3-7b la diferencia de valores del CE en la mitad de la membrana celular comparada con la
parte externa e interna cuando la célula esta adherida a caja de cultivo. Los valores de
campo eléctrico tanto en la parte interna como externa tienen el mismo comportamiento,
llagando a un valor maximo de 6.5 x10° V/m. Sin embargo, como se habia mencionado

anteriormente en el centro de la membrana es mayor.
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Figura 3-7: Comparaciones entre las magnitudes de CE con una frecuencia de 60 kHz a) Variacion

de la geometria de la célula. Se evidencia como va aumentando la concentracion de carga a medida
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gue cambia la forma de la célula. b) Magnitud de CE en el borde externo, en la mitad y en el borde

interno de la membrana celular.
Se realiz6 una gréfica logaritmica de la frecuencia respecto al CE (

Figura 3-8a) en la cual se puede ver que en el punto C es el lugar donde a frecuencias
bajas (menores a 60 kHz) existe una magnitud de campo inducido mayor en comparacion
en comparacion con los otros dos puntos (A'y B) en los cuales se hizo la medicion. Debido
a lo anterior se podria llegar a pensar que esta magnitud de campo inducido provoque una
apoptosis celular. Sin embargo, a medida que la frecuencia aumenta sin importar el lugar

en el contorno de la membrana celular el valor de campo sera constante (7.5 x10° V/m).

En las tres geometrias estudiadas se evidencié que siempre hay una magnitud de CE mas
alta en la parte superior de la membrana con la frecuencia de 10 MHz en comparacion con
la frecuencia de 1 GHz y de 60 kHz (Figura 3-5b y Figura 3-6a y Figura 3-6b). Ahora bien,
la magnitud de CE es completamente diferente en la superficie de la membrana celular
gue esta en contacto con la caja de cultivo como se puede ver en la Figura 3-5a. En esta
area donde la célula se fija a la caja de cultivo la magnitud de CE es constante sin importar
la geometria de la célula. El valor de campo para la frecuencia de 1 GHz es de 7.3 x10°
V/my para las frecuencias de 60 kHz y 10 MHz tiene un valor de 7.7 x10° V/m. Por lo tanto,
se puede decir que existe una gran variacién del campo inducido en la membrana celular
gue no esta en contacto con la caja de cultivo, y por consiguiente habra una mayor
polarizacién de la membrana celular ocasionando una mayor actividad de los canales de

sefalizacion.
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Figura 3-8: CE con respecto a la frecuencia en diferentes puntos de la membrana celular.

3.3.3 Estimulacién Magnética

Adicionalmente, se realiz6 la simulacion de una célula en presencia de un CM con el fin de
observar el comportamiento de la membrana celular bajo este estimul6 biofisico (Figura
3-9a). También se puede apreciar en la Figura 3-9a el efecto de borde debido al campo
magnético producido por la bobina. Este fenébmeno no tiene ninguna implicacion positiva o
negativa sobre la membrana celular. Los resultados muestran que el valor del CM no varia
entre el ambiente extracelular, la membrana y el intracelular, a diferencia de lo observado
con el CE donde se observé un aumento en la magnitud del campo en el area de la
membrana celular (Figura 3-5a). La distribucion de campo es uniforme al interior de la
bobina con un valor de 2 mT (Figura 3-9b). Adicionalmente, no se observa ningun efecto
en las demas areas de la geometria construida (medio de cultivo, caja de cultivo y aire).
Estos resultados que se presentan son iguales tanto al modificar la frecuencia, la forma de

la célula 'y al modelar la bobina con una orientacion horizontal y vertical.
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Figura 3-9: Simulacién de una bobina la cual tiene una caja de cultivo con una célula sumergida
en medio de cultivo y su efecto en la membrana celular a una frecuencia de 10 MHz. a) Efecto del
CM sobre la membrana celular b) Distribucién del CM a través de la longitud de la bobina con una
magnitud de CM de 2 mT.

3.4 Discusion

Es conocido que el estimulo de CE y CM afecta proteinas en la membrana celular
permitiendo el transporte activo (por aperturas de canales iénicos y estimulacién de
bombas) y pasivo (por difusion i6nica) de iones a través de esta. El estudio de la
distribucion de los campos cuando se aplica a un cultivo monocapa permitird conocer cual
es el efecto de la variacién de la frecuencia sobre la magnitud del estimulo en la capa
fosfolipidica y en el citoplasma. Debido a lo anterior es que este modelo supone un primer
marco de trabajo para el disefio experimental de cultivo en monocapa.

El objetivo de esta investigacion fue demostrar el efecto que existe en la membrana celular

de una célula cultivada en monocapa cuando esta siendo estimulada tanto por un CE como
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un CM. Los resultados obtenidos concuerdan con los conseguidos por (Taghian et al.,
2015), ya que se puede apreciar la influencia que tiene la frecuencia sobre la membrana
celular cuando se estimula con un CE. Sin embargo si se comparan los valores de campo
inducido obtenidos por (Taghian et al., 2015) existen variaciones notables, ya que para una
célula de morfologia esférica estimulada con un CE a frecuencias de 10 MHz ellos obtiene
un valor maximo en la membrana celular de 12 x10° V/m, mientras que en este estudio se

obtuvo un valor de 72 x10° V/m.

De manera similar a lo propuesto por (Taghian et al., 2015), quien en su estudio concluy6
gue tanto la frecuencia como la magnitud del CE son factores relevantes que influyen sobre
el comportamiento de la membrana celular, nuestros resultados evidencian cambios
importantes en la magnitud del campo censado en la membrana celular en funcién de estas
dos variables. Adicionalmente, se observan cambios en la distribucién del campo en la
membrana en funcién de la morfologia celular cuando la forma cambia a elipsoidal. Esto
puede ser relevante a la hora de interpretar resultados obtenidos in vitro y su potencial

extrapolacién a escenarios in vivo.

Nuestros resultados parecen indicar que la diferencia de potencial inducida en la
membrana celular puede ser la desencadenante de los efectos celulares que se han
observado en ensayos in vitro e in vivo, en donde se ha documentado aumento de
proliferacién, migracién, diferenciacién celular y sintesis de proteinas (Hartig, Joos, &
Wiesmann, 2000; NAKASUJI Shota, MORITA Yusuke, 2009; J. J. Vaca-Gonzalez et al.,
2016). Algunos autores han sugerido que dicho potencial es capaz de activar mecanismos
de sefalizacion a través de los canales de calcio dependientes del voltaje (VDCC),
receptores de potencial transitorio vaniloides (TRPV4) (Kis-Toth et al., 2011; Lieben &
Carmeliet, 2012; Matta, Zakany, & Mobasheri, 2015) entre otros, los cuales se pueden abrir
como respuesta a los cambios en el potencial de la membrana para permitir que los iones
inorganicos difundan sus gradientes electroquimicos a través de la membrana celular para
activar diferentes eventos bioquimicos como la expresion génica y la produccién de
proteinas (Kis-Toth et al., 2011; Matta, 2013; Xu et al., 2009). Es decir que si estos canales
(VDCC, TRPV4) son activados eléctricamente, iones como el Ca?" ingresan a la célula
activando intracelularmente varios factores de transcripcion. En el caso de los condrocitos,
la entrada de iones de Ca?* permite la uniéon Ca?*/calmodulina, una proteina intracelular
gue actiia como receptora de calcio, para activar la expresion del factor de transcripcién

SOX9 (Xu et al., 2009). EI SOX9 actua en conjunto con otras proteinas intracelulares para
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activar la produccién de proteinas tales como el colageno tipo Il y agrecan (Matta, 2013;
Matta et al., 2015; Xu et al., 2009). Por lo tanto, esto nos permite plantear la hipétesis que,
silos canales VDCC se activan a través del uso de estimulos biofisicos externos, es posible

elevar la produccion de proteinas extracelulares.

Basados en lo mencionado anteriormente hay algunos estudios in vitro en los que
demuestran valores de CE donde la membrana celular se permeabiliza. Por ejemplo,
(Teissie & Rols, 1993) aplic6 un CE a células de ovario de hamster chino y demuestra que
a medida que se aumenta el CE, también aumenta la permeabilizacion de la célula, con
un valor maximo de 1 kV/cm.. Adicionalmente, (Saulis & Saul, 2012) obtuvieron resultados
similares ya que aumentaron la concentracion extracelular de potasio (K*) con un valor
méaximo de CE de 1,2 kV/cm. Comparando esos resultados con nuestro modelo, se puede
decir que la frecuencia que mejor se ajusta a los resultados de (Teissie & Rols, 1993) es
60 kHz (Figura 3-5) donde se tiene una forma esférica de la célula, esta geometria es la
gue se asemeja a las condiciones naturales de esta. Como podemos ver, los modelos
computacionales pueden predecir y estimar el CE sobre la membrana celular,

proporcionando una nueva herramienta para la planificacion de nuevos experimentos.

De acuerdo con los resultados obtenidos por (Caraglia et al., 2005), se puede generar la
hipétesis que el CE puede generar apoptosis, ya que en su estudio se evidencié que CE
aplicados a frecuencias de 1.95 GHz desencadenan un proceso de apoptosis en células
cancerigenas epidérmica. Sin embargo, el objetivo de este estudio no es determinar la
frecuencia en la cual las células mueren sino por el contrario promover la viabilidad, por tal
motivo se deberia concluir que la estimulacion a frecuencias muy altas no es favorable
para las células sanas. Por otro lado, en la Figura 3-7 se ve los efectos sobre la membrana
celular al cultivar una célula en monocapa a diferencia de tenerla en un medio
tridimensional (con una misma frecuencia). Este fenébmeno podria ser una de las causantes
de la diferenciacién que sufren las células al cultivarlas en monocapa. Asi mismo se puede
observar la importancia que tienen los modelos computacionales para lograr una clara

comprension de como el CE afecta a la célula.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que el CM no genera un efecto sobre la
membrana celular, por lo tanto, no hay campos inducidos en la membrana tal como sucede
con el CE. Estos resultados contrastan con lo observado en multiples experimentos in vitro

gue sefialan que la estimulacién con CM en condrocitos promueve la proliferacion celular
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y por ende un potencial tratamiento terapéutico para la regeneracion del cartilago articular
(M De Mattei et al.,, 2001; Monica De Mattei et al., 2004; Fini et al., 2005; Liu, 1996;
Livingston et al., 2011; Pezzetti et al., 1999; Vanessa et al., 2007). Adicionalmente,
(Zwolinska et al., 2016) menciona que el CM causa el movimiento de iones al interior de la
célula lo que genera una hiperpolarizacién de le membrana celular aumentando el uso de
oxigeno por la célula. Por ejemplo, (Fanelli et al., 1999) en sus ensayos demuestran que
los CM tiene un efecto anti apoptético en células U937 si el campo tiene valores entre 2
mT y 6 mT con una disminucién maxima de 1,9 estimulando con un CM de 6 mT. Al igual
gue comprueban que el efecto anti apoptoético estd ligado a la habilidad del CM de
aumentar el flujo de Ca?* al interior de la célula (Fanelli et al., 1999). Asi mismo (Miyakoshi,
2005) sugiere que el efecto de un CM varia segun el tipo celular. Por otro lado (Rosen,
2003) realizando una estimulaciéon a células GH3 (células cancerigenas de glandula
pituitaria) encontré que hubo una reduccién en la corriente pico en los canales activados
por voltaje de Na*. En cuanto a estimulaciones in vivo se ha encontrado que el tratamiento
de la artritis reumatoide con CM genera un efecto analgésico, reduce la inflamacion y el
dolor en los pacientes (Zwoliriska et al., 2016).

En cuanto a modelos mateméticos con CM hasta el momento no se han encontrado
investigaciones similares, sin embargo, es claro que no se evidencia ningun efecto fisico
sobre la membrana celular. Esto se debe a que los CMs no necesitan de un medio para su
propagacioén como si sucede con el CE. Adicionalmente, existen teorias en las cuales se
cree que el campo magnético afecta las reservas de Ca?* al interior de la célula y de este
modo se activa la calmodulina para generar mayor sintesis de proteinas (Balint et al.,
2013). Debido a lo anterior, esto llevaria realizar futuros modelos que aborden aspectos
biologicos de la célula para dar una explicacion del efecto del CM sobre el citoplasma o

mejor aun sobre algun organelo en especifico.
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4.Evaluacion In Vitro del Efecto de una
Estimulacion con Campos Magnéticos a
Condrocitos.

4.1 Introduccidn

El cartilago articular es un tejido conectivo que actiia como una superficie lisa, lubricada y
de baja friccion para facilitar el movimiento entre las superficies articulares (Bhosale &
Richardson, 2008; Lee, Grad, Wimmer, & Alini, 2006). Dado que este tejido cumple con
una funciéon de amortiguacion, requiere de una estructura molecular especializada para
resistir las cargas mecanicas a las que es sometido durante la actividad diaria. En este
contexto el condrocito, el Unico componente celular que constituye el cartilago, es el
encargado sintetizar y mantener las principales moléculas caracteristicas de la matriz
extracelular del cartilago tales como el colageno, proteoglicanos como el agrecan (Bhosale
& Richardson, 2008; J. Cole & M. Mike, 2004; Vega Alvarez, Garcia-Suarez, Fernandez
Monijil, & del Valle Soto, 2002). Los proteoglicanos estan conformados por largas cadenas
de glicosaminoglicanos (GAGSs). Los GAGs tienen una carga altamente negativa y, por lo
tanto, atraen sodio por lo que se consideran moléculas osmoéticamente activas, lo que hace
gue se atraigan grandes cantidades de agua a su estructura de tal manera que este tejido
se caracteriza por un alto contenido de agua entre 65% a 85% (Gentili & Cancedda, 2009),
(J. Cole & M. Mike, 2004).

El cartilago articular es un tejido avascular, aneural, alinfatico (Landinez-parra & Garzén-
alvarado, 2009; J. J. Vaca-Gonzalez et al., 2016; Juan J. Vaca-Gonzalez et al., 2017) y con
baja densidad celular. Ademds, es un tejido que tiene una baja capacidad de
autoregeneracion ante posibles lesiones causadas por el envejecimiento o una carga
excesiva sobre la articulacion. Debido a las causas anteriores pueden disminuir la calidad

del tejido generando enfermedades degenerativas tales como la osteoartritis (OA) (Vega
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Alvarez et al., 2002), (Martinez, Martinez, Calvo, & Poblete, 2015). Por ejemplo, en
Colombia la poblacién entre los 45 — 65 afios tienen un 30% de probabilidad de contraer
esta enfermedad, convirtiéndose en un problema de salud publica (Colombiana de Salud,
2014). Para reparar este tejido existen métodos terapéuticos invasivos como por ejemplo
penetracion del hueso subcondral en la cual se afectan los vasos sanguineos subcondrales
provocando la creacién de un codgulo de fibrina o también la micro fractura donde se
genera un defecto homogéneo y definido (Bhosale & Richardson, 2008; Kalson, Gikas, &
Briggs, 2010; Temenoff & Mikos, 2000). Sin embargo, estos tratamientos son técnicas
costosas en las cuales afectan tejidos sanos. Recientemente, también se ha propuesto la
terapia celular autéloga donde los condrocitos son aislados de una zona no lesionada del
paciente, expandidos a través de técnicas in vitro y por ultimo injertados en el sitio de la
lesion (Bhosale & Richardson, 2008; Kalson et al., 2010; Temenoff & Mikos, 2000). No
obstante, el uso de estas intervenciones y terapias regenerativas solo generan un efecto a
corto y mediano plazo (Bhosale & Richardson, 2008). Estos tratamientos podrian ser
mejorados si se puede implementar un tratamiento externo que promueva la proliferacion
celular y produccion de proteinas y por consiguiente matriz extracelular con el fin de evitar
la intervencién quirargica del paciente, la afectacion de tejidos sanos y el desarrollo de
enfermedades degenerativas.

Se ha evidenciado en varios estudios que los condrocitos responden a estimulos externos
como los campos magnéticos (CM). Por ejemplo, (Liu, 1996) demostr6 que un CM de 0,1
mT aplicados células de pollo durante 3 h/dia conserva el contenido de proteoglicanos
sulfatados del cartilago. Investigaciones similares se han llevado a cabo en las cuales
realizan estimulos celulares in vitro con magnitudes del CM entre 0,4 mTy 2,3 mT, en ellas
demuestran un efecto favorable en la proliferacion celular (M De Mattei et al., 2001; Fini et
al., 2005; Vanessa et al., 2007). Con una magnitud de campo mas alta de 0,6 T, (Stolfa et
al., 2007) con sus resultados comprobd que el campo magnético induce un aumento
significativo en la actividad metabdlica de los condrocitos en todos los experimentos
después de la aplicacion de 72 h. Basado en esto se puede concluir que la estimulacion
con CM es un potencial método terapéutico para el cartilago como también lo concluye

(Monica De Mattei et al., 2004) en su investigacion.

A pesar de la evidencia descrita anteriormente, en varias de las investigaciones que se
han realizado (Monica De Mattei et al., 2003, 2004; Luo et al., 2012; Pezzetti et al., 1999;

Sadoghi et al., 2013; Vanessa et al., 2007) no se garantiza que el cultivo celular este
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expuesto a un CM homogéneo debido a dos razones: La primer razon se basa en la
implementacion de bobinas de Helmholtz ya que estas bobinas se caracterizan por
producir un CM con una magnitud constante en la mitad de la distancia de separacion de
estas; sin embargo, la magnitud del campo es baja y no abarca la superficie completa del
cultivo celular. La segunda razén radica en que en ningun estudio se evidencia tanto la
distribucién como la magnitud del campo al interior de las bobinas y en la superficie del
cultivo celular. Adicional a esto, existe una discrepancia en los tiempos de estimulacion,
como también la magnitud exacta del CM en los cuales las tazas de proliferacion y sintesis

de matriz extracelular serian las 6ptimas.

Basados en las limitaciones que se tiene actualmente con la regeneracion del cartilago
articular mencionadas anteriormente, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
CM sobre condrocitos cultivados en monocapa. Los cultivos fueron estimulados con dos
magnitudes de CM (1 mT y 2 mT). Estas magnitudes de CM fueron seleccionadas basados
en lo descrito por otros autores donde obtiene buenos resultados de proliferacién y sintesis
de matriz extracelular (M De Mattei et al., 2001; Monica De Mattei et al., 2003; Schmidt-
Rohlwng et al., 2008). Se decidié implementar tres tiempos de estimulacién (1 hora, 3 horas
y 5 horas) durante una semana de cultivo. Para ello, se realizé el calculo matematico,
disefio y simulacion de un dispositivo capaz de generar un CM homogéneo sobre toda la
superficie del cultivo celular. En esta investigacion se realizé una comparacion del efecto
de dos CM con tres tiempos de estimulacion, metodologia que no se ha visto en las
investigaciones consultadas. Los resultados obtenidos demuestran que, segin el CM y el
tiempo de estimulacion aplicados, se puede aumentar la proliferacion celular o estimular la
sintesis de GAGs. Con lo anterior se puede llegar a contribuir al método terapéutico de
implantacién autdéloga, ademas de mejorar futuras estrategias de cultivo en ingenieria de

tejidos considerando que el CM es versatil a la hora de ser implementado.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Estimaciéon Teodrica del Campo Magnético

Para el disefo del dispositivo de estimulacién magnética se realiz6 el calculo de la bobina
con el objetivo de garantizar una magnitud de campo homogénea en gran parte de su
longitud. Para ello se utilizé la siguiente ecuacion: (Jiles, 1991)

Uo NI
Bin: =
int h

(4.1)

Donde

Uo €s la permeabilidad magnética del vacio (47 x 10~7), N es el nimero de vueltas del
alambre de cobre, | la corriente y h la longitud de la bobina, la cual debe ser mayor a su

diametro.

Haciendo uso de la ecuacion (4.1) se calculé el nimero de vueltas necesarias para producir
un campo maximo de 2 mT con una longitud de 250 mm de la bobina y corriente de 1 A.

4.2.2 Simulacioén del Dispositivo de Estimulacion Magnética

Para corroborar el resultado obtenido por la ecuacion (4.1) se realiz6 una simulacion
computacional haciendo un andlisis de la distribucion del CM por medio de elementos
finitos en el software COMSOL Multiphysics, Comsol Inc. Los Angeles, USA. La simulacién
consistié en modelar la bobina con una configuracién 2D axisimétrica como se observa en
la Figura 4-1a. Los pardmetros de entrada al sistema son los descritos en la seccién
anterior. Se generaron dos dominios, el primero representa la pared del tubo de PVC en el
cual se va a realizar el embobinado (Figura 4-1b) y el segundo simula el ambiente que
rodea la bobina (aire). Las condiciones de contorno que se utilizaron en el modelo fueron:
temperatura de 310 K y la presion atmosférica estandar de 1 atm ya que son las

propiedades dadas por una incubadora de cultivo celular.
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Figura 4-1: Geometria utilizada en la simulacién de la bobina en configuracién axisimétrica. a) El
rectangulo de la bobina representa el espesor de pared del tubo donde se realiza el embobinado,
el eje de simetria es la linea donde se realiza la revolucién del modelo. b) Revolucién que realiza el

software para calcular el campo magnético.

4.2.3 Sistema de Estimulacion Magnética

La bobina se construy6 en un tubo de PVC con longitud de 250 mm y diametro de 84 mm
(Figura 4-2a). Estas dimensiones se escogieron basados en el espacio disponible de la
incubadora y el tamafio de las cajas de cultivo a utilizar. Este tubo fue embobinado con un
alambre de cobre AWG 18 con total de 450 vueltas (Figura 4-2a). Adicionalmente se
construy6 un soporte en PMMA para garantizar que las cajas de cultivo siempre estén
ubicadas en el centro de la bobina (Figura 4-2a). En la Tabla 4-1 se puede ver las
dimensiones finales del dispositivo de estimulacibn magnética. Adicionalmente, para
aumentar la corriente del circuito a 1 A se utilizé un trasformador con entrada de 110 V AC
con frecuencia de 60 Hz y salida de 6 V AC a una frecuencia de 60 Hz. El circuito utilizado
para la estimulacion magnética se puede ver en la Figura 4-2b. Finalmente en la Figura
4-3 se puede apreciar el dispositivo y el soporte después de su fabricaciéon los cuales

fueron utilizados para la estimulacién de las células.
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Tabla 4-1: Caracteristicas de fabricacion del dispositivo de estimulacién magnética.

Parametro Valor
Ca}rero magnético > mT
maximo
Corriente maxima 1A
Longitud 250 mm
Diametro 84 mm
Numero de vueltas 450

Cables de conexion

Soporte
o/ \_o
Cajas de " . 5 fusible 1,6 A
Cultivo 10V ‘
VWA

R1 Bobina

b Trasformador6Vy 1A
variable Q

Bobina

Figura 4-2: Montaje del dispositivo de estimulacion a) Bobina construida para la estimulacién
magnética donde se detalla sus partes principales (bobina, cables de conexidn, soporte y cajas de

cultivo., b) circuito utilizado para la estimulacién de CM.
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Figura 4-3: Dispositivo utilizado para la estimulacién magnética con su respectiva base la cual fue
fabricada en PMMA y garantiza que las cajas de cultivo estén estimuladas con la misma magnitud
de CM.

4.2.4 Medicion de Campo Magnético y Temperatura

Para comprobar la magnitud del CM al interior de la bobina al variar el valor de la
resistencia se realiz6 la medicién utilizando un gaussimetro (PHYWE 13610-93). Para ello
se ubicé el instrumento de medicion en la mitad de la bobina y se vario el valor de la
resistencia, simultaneamente se registraron los valores de corriente. Adicionalmente se
realizo la medicion de la temperatura del medio de cultivo al estar expuesto a la magnitud
de campo mas alta (2 mT) ya que existia la posibilidad de un aumento en la temperatura
debido a la induccién magnética que se genera al interior de la bobina. Las mediciones se
realizaron con un termémetro infrarrojo FLUKE 62 MAX. Estas mediciones se realizaron

tanto al interior de la incubadora como en el exterior.

4.2.5 Aislamiento y Cultivo Celular

Cuatro ratas Wistar, neonatas de 2 — 4 dias de nacidas fueron obtenidas del bioterio de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia. A partir de los neonatos se
obtuvo la condroepifisis de humero, fémur y escapula para la extraccion celular. El
sacrificio de los animales se realizé por decapitacion tal como lo establece el manual del
laboratorio de Biomiméticos. El uso de los animales fue aprobado por el comité de ética de

la facultad de ciencias de la Universidad Nacional de Colombia en el Acta 06-2015.
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El protocolo de aislamiento de condrocitos a utilizar se baso en el descrito por (Gél, Neaas,
Adler, Teyschl, & Fabian, 2002; Olney, Wang, Sylvester, & Mougey, 2004) en el cual las
porciones distales de fémur, hUmero y escépula se lavaron con PBS + 2% de antibi6ticos
(estreptomicina y penicilina). Luego, el tejido fibroso y los musculos se retiraron de la
epifisis y metafisis de los huesos. Después, las epifisis fueron separadas del hueso y
segmentadas en trozos de 4 mm de espesor y lavadas con PBS + 2% de antibi6ticos. Los
fragmentos de tejido fueron sometidos a un proceso de doble digestion usando 0.25% de
Tripsina/EDTA durante 1 hora a 37 °C, seguido por una digestion con colagenasa tipo | al
0.3% en HBSS durante 4 horas a 37 °C. La reaccion fue inactivada con 20% de suero fetal
bovino. La solucién final se homogenizé por pipeteo, luego se filtré con una membrana de
nylon estéril para eliminar el tejido remanente, y por ultimo centrifugada a 1200 rpm por 10
minutos. Las células obtenidas fueron suspendidas en 1mL de medio de cultivo celular
DMEM-F12 suplementado con 50 ug/mL de &cido ascérbico, 100 pg/mL de piruvato de
sodio, 1% de estreptomicina/penicilina y 1% suero fetal bovino (SFB) (medio de
mantenimiento). Posteriormente se sembraron las células en cajas de cultivo celular T75;
al llegar a una confluencia del 80% se tripsinizaron para su posterior congelacion. Para los

ensayos se utilizaron células en pase 1.

4.2.6 Aplicacion de Campo Magnético

Los experimentos se llevaron a cabo en cajas de cultivo celular de 35 mm de didmetro en
las cuales se sembraron 50.000 células. Por cada uno de los experimentos se cultivaron 9
cajas en total, de las cuales cada uno de los dias de muestreo se tomaron 3 cajas para
realizar los analisis correspondientes de viabilidad, proliferacion y medicion de proteinas.
Al dia 2, 5y 8 de estar expuestas las células al campo magnético se realizaron los conteos
y obtencién de muestras respectivas. Los cultivos fueron estimulados con dos magnitudes
de CM: 1 mT y 2 mT. Estas magnitudes se aplicaron a las células por periodosde 1,3y 5
horas cada 6 horas continuamente durante los 8 dias del experimento. Para el encendido
y apagado del circuito se utilizé un temporizador digital (General Electric GE 15150-15154).
Los cultivos permanecieron en condiciones atmosféricas de 37 °C y 5% de CO; y el cambio
de medio de cultivo se realiz6 cada dos dias con medio de mantenimiento,
respectivamente. El control consistié en cultivos ubicados al interior de la bobina en las
mismas condiciones de cultivo anteriormente descritas, pero no fueron sometidos a ninguin
tipo de CM. En la Figura 4-3 se puede observar el dispositivo con el cual se realiz6 la

estimulacion magnética y la base donde se colocaron las cajas de cultivo.
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Los tiempos de estimulacion se seleccionaron segun la metodologia usual de prescripcion,
en donde la dosis del tratamiento debe suministrarse en intervalos iguales a tiempos
méaximos determinados, por ejemplo, para este caso, se utilizd una dosis de campo
magnético cada seis horas. Por otro lado, para garantizar que el tiempo de cultivo fuese el
mismo para todos los esquemas de estimulacion se decidié que tuviesen una duracion
maxima de 8 dias (que significa el tiempo total de dosis). Para garantizar que todos los
cultivos tengan el mismo tiempo de descanso o de estimulacién entre si, esto conllevaria
a gue la duracion de cada cultivo fuese diferente. Debido a lo anterior, el costo econémico
y el tiempo que conllevaria seria elevado para esta primera etapa de estimulacion con CM
a condrocitos. Finalmente, al realizar los analisis estadisticos se tendria una complejidad
debido a la cantidad de variables independientes que se manejarian tales como el tiempo

de estimulacion, tiempo de descanso y duracién del cultivo.

4.2.7 Determinacién de Viabilidad y Proliferacion Celular

La proliferacion celular se analizé a los dias 2, 5 y 8 de cultivo. Las células fueron
tripsinizadas y posteriormente se realizé el conteo con un hemocitémetro para determinar
la viabilidad y muerte celular mediante una tincién con azul tripan. En las células viables el
azul tripadn no consigue cruzar la membrana celular mientras que en células muertas el
azul de tripan penetra la membrana celular tifiéndolas de azul y haciéndolas visibles bajo
un microscopio 6ptico. La densidad celular final es la cantidad de células por area de
superficie. Este método de cuantificacion celular fue utilizado ya que no es costos,
reacciona rapidamente y se puede realizar el conteo con un microscopio 6ptico (Mcmahon
& Rohr, 2014; Piccinini, Tesei, Arienti, & Bevilacqua, 2017).

4.2.8 Cuantificacion de Glicosaminoglicanos (GAGS)

La cantidad de GAGs producida por cada una de las células, tanto de los cultivos celulares
estimulados como de los controles, fue estimada en el medio de cultivo a través de un
ensayo colorimétrico utilizando 1-9-dimetilmetileno (DMB) 31 uM en buffer formato 55
mmol/l que se llevo a pH de 8,0, mediante adicién de TrisBase 2 M. Las muestras fueron
tomadas en los dias 2, 5y 8 de cultivo y almacenadas a -20 °C para su preservacion y
posterior analisis. Las mediciones se realizaron con 50 pl del medio y 275 yl de DMB vy al
transcurrir un minuto de realizar esta reaccién las muestras se analizaron en un

espectrofotdbmetro (BioSpec 1601, Shimadzu) a una longitud de onda de 520 nm. La
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cuantificacion se realiz6 utilizando una curva de calibracion preparada con estandares de
condroitina sulfato 0 a 35 pyg/ml frente a blanco de reactivo (J. J. Vaca-Gonzélez et al.,
2016).

4.2.9 Andlisis Estadistico

Todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado biolégico. El crecimiento de poblacion
celular y la sintesis de GAGs se analizaron a través de un ANOVA. El modelo basa su
analisis en evaluar la significancia individual de los datos. La prueba estadistica para
realizar comparacion pareada utilizada fue test Tukey. Las diferencias significativas fueron

consideradas significantes con un p < 0.05.

4.3 Resultados

4.3.1 Dispositivo de Estimulacion Magnética
4.3.1.1 Generacion y Distribucion del Campo

En el proceso del disefio del dispositivo se realiz6 el calculo del nimero de vueltas
requeridas para generar un campo de 2 mT haciendo uso de la ecuacion (4.1), obteniendo
como resultado 400 vueltas. Para comprobar este resultado se realizd la simulacion por
elementos finitos con los parametros anteriormente calculados, sin embargo, el campo
resultante en la simulacién fue menor al esperado. Mediante un proceso iterativo se llego
al valor esperado. En la Figura 4-4b se puede observar que con 450 vueltas y una corriente
de 1 A se tiene un valor de CM de 2 mT, ademas, se evidencié que magnitud del campo

es constante en toda la longitud de la bobina.
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Figura 4-4: Modelo computacional de la bobina a) verificacion de la magnitud de CM necesaria

para la estimulacion de los condrocitos b) grafica correspondiente donde se evidencia la magnitud
del CM al interior de la bobina.

4.3.1.2 Medicién de Campo Magnético y Temperatura

Una vez construido el dispositivo, se comprobd experimentalmente el campo realizando
mediciones para garantizar que el CM al interior de la bobina es constante. En la Figura
4-5a se muestra que existe una dependencia lineal entre la corriente y la magnitud del CM.
También se evidencia una relacion inversa entre la corriente y la resistencia que se le debe
aplicar al circuito. Se encontré que se debe aplicar una resistencia de 0,7 Q para que al

interior de la bobina se produjera un CM de 1 mT (Figura 4-5a).
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Figura 4-5: Gréficas donde se realiza la medicion del a) Aumento de la temperatura al medio de
cultivo dentro y fuera de la incubadora. b) CM al interior de la bobina y su relacién con la resistencia
aplicada.

La segunda prueba que se realiz6 consistié en comprobar que al estimular las células con
la magnitud de campo mas alta (2 mT) no se aumentara la temperatura por encima de 37
°C, ya que al interior de la bobina se genera un fendbmeno denominado induccion
electromagnética. Como se observa en la Figura 4-5b se realiz6 una medicion a
temperatura ambiente con un valor inicial de 21 °C el cual fue aumentando hasta tener un
valor maximo de 26 °C al trascurrir 90 minutos. Asi mismo se realizé el registro de la
temperatura al estar al interior de la incubadora siendo estimulado con 2 mT. Como se
observa en la Figura 4-5b el valor inicial fue de 23 °C hasta llegar a un valor maximo de
34 °C.

4.3.2 Proliferacion Celular

En la Figura 4-6a se puede evidenciar un efecto negativo en la estimulacion con 1 mT, ya
gue la proliferacidn celular no supera en ningln momento al cultivo de control. Por ejemplo,
existe una diferencia en el conteo de 46% en el octavo dia de estimulacion comparando el
control con el esquema de 5 horas. Segun nuestras condiciones y resultados el campo de
1 mT disminuye la proliferacion celular. Sin embargo, la estimulacion con magnitud de 2
mT (Figura 4-6b) promueve la proliferacion celular con el esquema de estimulaciéon de 3
horas; ya que existe un aumento del 29% en comparacién con el control para el octavo dia
de cultivo. Del mismo modo para el dia 5 tanto el tiempo de 3 y 5 horas superan al control

por 20% y 15% respectivamente, aunque no es una diferencia significativa se evidencia
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Numero celular

una tendencia al aumento de la proliferacion. Por el contrario, para el esquema de
estimulacion de una hora se evidencia que el campo inhibe la proliferacién durante los 8

dias del cultivo.
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Figura 4-6: Conteos de proliferacion celular con magnitud de CM de a) 1 mT b) 2 mT. Se realizé
una comparacion con el cultivo de control en cada uno de los dias de conteo. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el esquema de 2 mT y 1 hora con respecto al control
y los demas esquemas de estimulacion en los dias 5 y 8 (p <0,05), también hay diferencia
significativa entre el esquema de 2 mT y 3 horas con respecto a los tres esquemas de estimulacion

con CM de 1 mT (p <0,05). Los marcados con "s" (significativo).

Segun el registro fotografico realizado que se puede observar en la Figura 4-7 no se
evidencié ningun cambio morfolégico en las células en comparacioén al cultivo de control,
asi como tampoco en la distribucion de las células en la caja de cultivo. También se
evidencia en la Figura 4-7 que a medida que avanza el cultivo hay un aumento en la
densidad celular tal como lo demuestran los conteos de la Figura 4-6. Por otro lado,
aungue en los conteos celulares no se evidencié la muerte celular en este registro
fotografico se observaron algunas células muertas (puntos blancos) tanto en los cultivos
con estimulacibn magnética como en el cultivo de control. EI motivo por el cual no se
observaron estas células a la hora de realizar los conteos con azul tripan se debe a que

en el momento de retirar el medio todas las células muertas eran descartadas.
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3 hours 1 hour Control

5 hours

Figura 4-7: Registro fotogréafico de la estimulacién de 2 mT con los tres tiempos de estimulacion y
su respectiva comparacién con el cultivo de control para la verificacion si existe algin cambio de
morfologia debido al CM. Las fotos fueron tomadas con un objetivo de 10x de magnificacién.
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Concentracién de GAGs (ng/cell)

4.3.3 Cuantificacion de GAG’s

En cuanto a la producciéon de GAGs, con el esquema de 1 mT existe un aumento del 37%
en la sintesis de estos al segundo dia de cultivo con una estimulacion de 5 horas (Figura
4-8a). Asi mismo, al quinto dia de estimulacién con el mismo se obtuvo un incremento del
53% en comparacion con el cultivo de control. Sin embargo, al dia 8 el aumento es de 9%.
En cuanto al esquema de 1 mT y 3 horas la sintesis de GAGs siempre es mayor en el
cultivo estimulado a comparacion del control. Por otro lado, se observé que la produccién
de GAGs con el campo de 2 mT aplicados durante 1 y 5 horas se mantiene constante
durante los 8 dias de cultivo al Figura 4-8b. Adicionalmente, en el octavo dia de
estimulacion con el esquema de 5 horas existe un aumento del 65% en la sintesis de GAGs
por célula en comparacién con el cultivo de control. El esquema de estimulacién de 3 horas
con un CM de 2 mT tiene un efecto negativo sobe la produccion de estos carbohidratos
siendo este el que tiene mejores resultados de proliferacion celular. La sintesis de GAGs
en el cultivo de control siempre es menor que los cultivos estimulados magnéticamente, a
excepciéon del esquema de 2 mT y 3 horas en el cual se puede observar que hay una
disminucion progresiva de los GAGs durante todo el cultivo. Con lo anterior se puede
concluir que el CM promueve la sintesis de GAGs sin importar la magnitud de éste, aunque

en el esquema de 1 mT no existan diferencias significativas.
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Figura 4-8: Concentracion de GAGs sintetizada por célula con una magnitud de CM de a) 1 mT b)
2 mT. Se realizé una comparacion con el cultivo de control en tres dias de conteo. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tres esquemas de estimulacién y el control (p

<0,05), los marcados con "s" (significativo).
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4.4 Discusion

El objetivo de esta investigacion fue demostrar que al estimular a condrocitos cultivados
en monocapa con dos magnitudes de CM se promueve la proliferacion celular y la sintesis
de GAGs teniendo tres tiempos de estimulacién diferentes. Los resultados mostraron que
los diferentes CM aplicados con diferentes tiempos de estimulacién pueden aumentar o
inhibir la poblacién celular o estimular la sintesis de GAGs. Si se desea un aumento en la
proliferacién celular se deberia implementar el esquema de 2 mT y 3 horas. Pero, si se
desea incrementar la sintesis de GAGs se deberia estimular las células con un CM de 2
mT y 5 horas. Basados en estos resultados se puede decir que podria ser implementado
como una técnica de expansion celular en métodos terapéuticos como los es la

implantacién celular autéloga.

Los dispositivos de estimulacibn magnética que se han utilizado en investigaciones
anteriores estan basados en el principio de las bobinas de Helmholtz. En estos estudios
se han reportan las magnitudes del CM generados por este tipo de bobinas, pero no se
documenta el volumen al interior de las bobinas donde este valor es valido (Monica De
Mattei et al., 2003, 2004; Luo et al., 2012; Pezzetti et al., 1999; Sadoghi et al., 2013;
Vanessa et al., 2007). Para poder tener una estimulacion homogénea en toda la superficie
del cultivo con este tipo de bobinas sus dimensiones deben ser muy grandes, tanto que no
es posible usarlas al interior de una incubadora, ademas del elevado costo de fabricacién
gue esto conlleva. Sin embargo, (Yan, Dong, Zhang, & Qi, 2010) fabric6é una bobina similar
a la realizada en esta investigacion con una longitud de 40 cm y didmetro de 21 cm, capaz
de generar un campo homogéneo al interior de la bobina de 20 mT. Este valor de campo
se debe a sus 880 vueltas y las dimensiones de la bobina las cuales son mayores en
comparacion con las de esta investigacion (250 mm de largo, 84 mm de diametro y 450
vueltas). En las mediciones de temperatura realizadas fuera de la incubadora hubo un
incremento de 5°C posiblemente debido al CM. No obstante, cuando las mediciones se
realizaron al interior de la incubadora la temperatura mas alta que se registro fue de 34°C,
este incremento de temperatura de 11°C es causado por la temperatura interna de la
incubadora (37°C) y no debido al CM. Basados en lo anterior se comprobé que el CM no

genera un aumento en la temperatura del medio de cultivo celular.

Por otro lado, los resultados obtenidos en este estudio demuestran que al estimular las

células con 1 mT no hay un efecto significativo en la proliferacion celular; sin embargo
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algunos trabajos han demostrado que con CM entre 0,1 mT y 1 mT aumentan la
proliferacion celular (Fioravanti et al., 2002; Liu, 1996; Sakai et al., 1991). Esta discrepancia
podria ser causada por los tiempos de estimulacién que cada uno de los autores utiliza o
la duracion del cultivo. En cuanto a la estimulacién de CM de 2 mT nuestros resultados
demuestran que el tiempo de estimulacién de 1 hora no estimula la proliferacion celular.
Sin embargo, con el esquema de 3 horas se evidencié un aumento significativo en la
proliferaciébn en comparacién con el cultivo de control. Este hallazgo concuerda con los
resultados reportados por M. De Mattei et al. quienes realizaron una estimulacion continua
con un CM de 2.3 mT y encontraron un aumento en la proliferacién de condrocitos (M De
Mattei et al., 2001; Monica De Mattei et al., 2004).

En cuanto a la sintesis de matriz extracelular, se logré evidenciar un aumento de GAGs
con los tres tiempos de estimulacion y CM de 1 mT, en el quinto dia fue donde se obtuvo
mejores resultados en la sintesis de GAGs. Como lo demuestra (Monica De Mattei et al.,
2004) quien realizé una estimulacién con CM de 1,5 mT a condrocitos generando un
aumento del 20% en la sintesis de proteoglicanos, y llega a la conclusién que los CM
actiian como un factor de estimulador de la sintesis de los componentes esenciales de la
matriz extracelular del cartilago, asi como también lo demuestra (Sakai et al., 1991).
Aunque los tiempos de estimulacién y la duraciéon de los cultivos en cada una de las
investigaciones nombradas anteriormente no son comparables entre si, y tampoco con
esta investigacion se puede evidenciar que independientemente de los parametros de CM

o tiempo utilizados se logra un aumento en la sintesis de proteinas propias del cartilago.

Del mismo modo, se evidencid que la sintesis de GAGs se mantiene estable con el CM de
2 mT aplicados durante 1 y 5 horas. Estos resultados indican que la exposicion de
condrocitos a un CM de alta intensidad y por tiempos prolongados favorece la sintesis de
GAGs. Se han reportado resultados similares por otros autores (Monica De Mattei et al.,
2003; Schmidt-Rohlwng et al., 2008; Vanessa et al., 2007). Sin embargo, (Sadoghi et al.,
2013) no obtuvo cambios en la sintesis de GAGs en condrocitos humanos al ser
estimulados con un CM de 1,6 mT durante 4 dias por 4 horas diarias. Esto puede deberse
a que el tiempo de estimulacion o la duracion del cultivo son muy cortos, ya que como lo
evidencia (Stolfa et al., 2007) el aumento de la actividad metabdlica celular ocurre después
de 72 horas de la aplicacion del CM. Como se mencioné anteriormente la estimulacion de
condrocitos en monocapa con un CM de 2 mT puede ser utilizado como un complemento

en métodos terapéuticos como por ejemplo la implantacion autéloga de condrocitos. Segun
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lo anterior dependiendo de las necesidades hay que seleccionar el mejor esquema de

estimulacion.

En la Figura 4-7 se puede observar que durante los 8 dias de cultivo de cada uno de los
esquemas de estimulacion no se evidencia ningin cambio morfolégico en las células que
nos pueda indicar algun efecto adverso debido a la magnitud del CM. Esto quiere decir que
el CM no tendria un efecto negativo en las células que lleven a cambios morfologicos o
fenotipicos de tipo neoplasico que puedan ser perjudiciales para la salud. Sin embargo, las
células empiezan con una forma estrellada, y a medida que transcurre el cultivo van
tomando una forma elongada. Este cambio de forma segun (Goldring, 2010) se debe a una
pérdida en el fenotipo ya que la célula deja de sintetizar colageno tipo Il y agrecan y
comienza a sintetizar colageno tipo | y Ill. Ademas (Honegger, 1999) menciona que en
estos cultivos las células estan adheridas a una superficie artificial lo que limita la
interaccion directa entre células. Sin embargo, (Jahns et al., 2007) aplicando un CM de 1,7
mT y 3,1 mT concluye que el campo indujo un cambio morfolégico en los condrocitos ya
gue su forma cambio de estrellado a esférico retraidos, ademas el area de contacto
superficial se redujo en un 30%, lo cual promoveria la migracion celular, y evitaria que las

células se diferencien.

Segun los resultados comentados anteriormente es evidente que el CM genera un estimulo
en las células generando aumentos en el metabolismo celular como también su
proliferacion. Esto nos lleva a pensar que los CM pueden llegar a ser estimulos biofisicos
gue se implementen en la regeneracion del cartilago articular sin la necesidad de realizar

intervenciones quirdrgicas.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Este trabajo muestra un enfoque computacional como herramienta para comprender el
mecanismo por el cual los campos eléctricos y magnéticos impactan los canales de
sefializacion causando el aumento en el metabolismo de la célula. Los resultados
obtenidos sugieren diferentes efectos del CM y CE. Estos resultados evidencian que los
modelos computacionales son una herramienta Util en la que podemos evidenciar efectos
a escalas micrométricas que pueden complementarse y compararse con datos
experimentales. Esto permite la posibilidad de reducir esas brechas de conocimiento y dar
luces para el desarrollo de futuros estudios experimentales. Nuestros resultados muestran
que, aunque el uso de dispositivos de estimulacion magnética y eléctrica son métodos
terapéuticos que promueven la actividad celular en términos de proliferacién y sintesis de
proteinas, aln es necesario comprender mejor los mecanismos que explican estos efectos.
Las ventajas de implementar modelos computacionales son la capacidad de simular
diferentes campos variando las frecuencias y brindando la posibilidad de reducir los
estudios in vitro. Pero también es necesario validar modelos computacionales con estudios

experimentales.

Teniendo en cuenta los resultados de las simulaciones computacionales del efecto de los
estimulos biofisicos sobre la membrana celular, se procedi6 a realizar el disefio y
construccion de un dispositivo el cual garantiza un CM homogéneo en su interior. Debido
a lo anterior, se demostré que existe un aumento en la proliferacién cuando se estimulan
condrocitos con un CM de 2 mT durante 3 horas cada 6 horas por 8 dias. Mientras que la
sintesis de GAGs aumenta cuando se estimula con un CM de 2 mT durante 5 horas cada
6 horas por 8 dias. Este ultimo esquema de estimulacion tiene una proliferacion celular

muy similar a la del cultivo de control. Nuestros hallazgos sugieren que, dependiendo de
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los resultados deseados, es posible elegir el esquema de estimulacién que mejor se adapte
a las necesidades.

En conclusion, en esta tesis se pudo evidenciar el aporte que pueden llegar a ser las
simulaciones computacionales para mejorar o dar una explicacibn mas clara de los
fendbmenos que suceden a escalas micrométricas. También es evidente que la
estimulacion a condrocitos cultivados en monocapa con un CM estimula la proliferacion y
el metabolismo celular. Basados en los resultados obtenidos la estimulacibn magnética
puede llegar a ser un método terapéutico no invasivo que se implemente en la
regeneracion de cartilago articular, o en métodos in vitro como la implantacién celular
autologa. Este trabajo presenta una primera aproximacion del potencial uso que se le
puede dar a los campos magnéticos para la regeneracion de cartilago articular.

5.2 Recomendaciones

Durante la realizaciéon de esta investigacion se realiz6 el modelo de una célula que esta
siendo estimulada por un CE o CM lo cual si es comparado con un cultivo en monocapa
no se acerca del todo a la realidad. Debido a lo anterior se plantea que para estudios
futuros deben dirigirse a la realizacién de una simulacién en tres dimensiones con varias
células cercanas entre si en donde se pueda analizar si existe algin cambio o interaccion
de las células al estar expuestas a un CE o CM. También se plantea la posibilidad de
encontrar experimentalmente propiedades magnéticas como la permeabilidad relativa
propias de la membrana celular y del citoplasma con el fin de intentar dar una explicacion

mas precisa al efecto que causa un CM sobre estos.

Basados en las desventajas que presentan los cultivos en monocapa se recomienda que
para futuras investigaciones se podria evaluar el efecto del CM directamente en el cartilago
articular o en constructos en 3 dimensiones, donde las células estardn en condiciones
similares a las reales. También seria interesante cuantificar de manera mas detallada la
sintesis de moléculas propias del cartilago articular como por ejemplo el coldgeno tipo Il 'y
agrecan, ya que son las proteinas mas importantes y con ello complementar lo realizado

en este estudio.

53






A. Anexo: Planos de fabricacion del
dispositivo de estimulacion y
soporte.
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B. Anexo: Circuito eléctrico del
sistema de estimulacion

Circuito eléctrico utilizado en la estimulacién magnética.
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C. Anexo: Analisis estadistico de la
proliferacion celular

Se presentan los datos estadisticos de los dias 5 y 8 de conteo celular en los cuales se
encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Convenciones

1: CM de 1 mT con 1 hora de estimulacion
2: CM de 1 mT con 3 hora de estimulacion
3: CM de 1 mT con 5 hora de estimulacion
4: CM de 2 mT con 1 hora de estimulacion
5: CM de 2 mT con 3 hora de estimulacion
6: CM de 2 mT con 5 hora de estimulacion
7: Control

Dia5

Los datos se les realizo una transformacion aplicandoles logio

Test de Normalidad

Shapiro-Wilk
Significancia
1 0,381
0,95
0,986
0,062
0,484
0,362
0,287

Tratamiento

Células_log

N[OOI~ WIN
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Test de homogeneidad de varianzas

Estadistica de

Levene Significancia
Células_log 2,247 0,099
ANOVA
Suma de .
cuadrados df Mean Square F Sig.
Entre 0,15 6 0,025 6,54 0,002
grupos
Células_log | Dentro de 0,054 14 0,004
los grupos ' '
Total 0,204 20

A continuacién, se presenta el test de Tukey donde se realiza las comparaciones entre
grupos para encontrar cuales fueron las diferencias estadisticamente significativas.

Test de Tukey

Tratamiento

significancia

1

1,000

,523

, 730

,049

,072

449

Células 4

,550

, 730

,051

,003

,005

,040

,627

449

1,000

,040

, 787

O O | W[ N | N| O O W| N | N| O gf | W

,884
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Dia 8
A los datos no fue necesario aplicarles ninguna trasformacion.

Test de normalidad

) Shapiro-Wilk
Tratamiento

Significancia
0,059
0,497
0,421
0,626
0,292
0,888
0,388

Células

N|OOR|W[IN|F

Test de homogeneidad de varianzas

Estadistica de Levene | Significancia

Células 2,29 0,095
ANOVA
Suma de Cuadrados Mean F Significancia
Square
Entre grupos 1,44E+10 2,40E+09 7,842 0,001

Células Dentro de los
grupos

Total 1,87E+10

4,29E+09 3,07E+08

A continuacion, se presenta el test de Tukey donde se realiza las comparaciones entre
grupos para encontrar cuales fueron las diferencias estadisticamente significativas.
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Test de Tukey

Tratamiento

Significancia

Células

1

1,000

,998

,558

,010

, 758

,639

,628

,558

844

,000

,063

,043

,568

,639

,352

,043

,191

oW |IN|PIN|O|lOO|[W|IN|RPI[INIO|O| MW

1,000
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D. Anexo: andlisis estadistico de la
sintesis de GAGs

Se presentan los datos estadisticos de los dias 5 y 8 de cuantificacion de GAGs en los
cuales se encontraron diferencias estadisticamente significativas

Convenciones

1: CM de 1 mT con 1 hora de estimulacion

2: CM de 1 mT con 3 hora de estimulacion

3: CM de 1 mT con 5 hora de estimulacion

4: CM de 2 mT con 1 hora de estimulacion

5: CM de 2 mT con 3 hora de estimulacion

6: CM de 2 mT con 5 hora de estimulacion

7: Control

Dia 5

Los datos se les realizo una transformacién aplicandoles logio

Test de Normalidad

Shapiro-Wilk
Significancia
0,635
0,07
0,486
0,084
0,562
0,941
0,272

Tratamiento

GAGs_log

N[O |W|IN|(F
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Test de homogeneidad de varianzas

Estadistica de

A continuacion, se presenta el test de Tukey donde se realiza las comparaciones entre
grupos para encontrar cuales fueron las diferencias estadisticamente significativas.

Test de Tukey

Tratamiento

significancia

GAGs

1

,876

426

,146

,976

,007

,029

,230

,647

,961

,126

,986

OO | |IWIN|IRP|INO[DM|IW|DN

,029

68

Levene Significancia
GAGs_log 2,244 0,1
ANOVA
Suma de Mean .
cuadrados df Square F Sig.
Entre grupos 0,256 6 0,043 5,159 0,005
GAGs_log Dentro de los grupos 0,116 14 0,008
Total 0,371 20




Dia 8
A los datos no fue necesario aplicarles ninguna trasformacion.

Test de normalidad

) Shapiro-Wilk
Tratamiento

Significancia

0,241

1

0,463

GAGs 0,637

0,069

0,463

N[O~ [W|IN|F

0,637

Test de homogeneidad de varianzas

Estadistica de Levene | Significancia
GAGs 2,553 0,07
ANOVA
Suma de Mean F Significancia
cuadrados Square 9
Entre grupos 0,001 14,347 0
GAGs | Dentro de 0
los grupos
Total 0,001
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A continuacion, se presenta el test de Tukey donde se realiza las comparaciones entre
grupos para encontrar cuales fueron las diferencias estadisticamente significativas.

Test de Tukey

Tratamiento | Significancia
1 1,000

1,000
,082
,014
,014
,998

1,000

1,000
119
,009
,021
,986
,999
,998
,986
,032
,036
,005

GAGs 3

oW |IN|PINJO|lO|(DMM|IN|RPI[INO|O| MW
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