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RESUMEN

Introduccion: No es posible aplicar laser
terapéutico durante los tratamientos de Or-
todoncia y seleccionar diferentes tiempos,
frecuencia o intensidad para cada célula.
Se irradia toda el area de interés con las
mismas caracteristicas en segundos, julios
y vatios. Esto podria tener un potencial
proliferativo en algunas células y nocivo en
otras. Es importante entonces, evaluar los
efectos de una misma dosis de irradiacion
en todas células que participan durante el
movimiento dental para conocer su reac-
cion individual ante el laser terapéutico de
uso clinico.

Objetivo: Estandarizar un protocolo para
irradiar cultivos celulares de las células
implicadas en el movimiento dental in-
ducido (Fibroblastos, Osteoblastos y Pre-
Osteoclastos humanos) para entender la
fundamentacion basica de su efecto clinico.
Materiales y métodos: Con un laser de As-
Ga-Al se irradiaron Fibroblastos gingivales
y periodontales, Osteoblastos humanos
normales (NHOst) y células progenitoras
de osteoclastos humanos. Se empled una
longitud de Onda de 832.79nm, 36.73mW
de potencia, 3.75 J/cm2 y 32,40 segundos
por pozo.
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Conclusiones: Las pruebas de citotoxi-
cidad demostraron que este protocolo de
irradiacion es seguro para los cuatro grupos
de cultivos celulares.

Palabras clave: Laser de baja intensidad,
fibroblastos, osteoblastos, pre-osteoclastos,
movimiento de ortodoncia.

SUMMARY

Introduction: 1t is impossible to apply
orthodontic therapeutic laser during the
orthodontic treatment and to select different
times of exposure, frequency or intensity
for every single cell. The whole area gets
irradiated in seconds according to the laser
type . This could have a proliferation effect
in some cells and a harmful effect in others
cells. So, it’s very important to asses the
effects of a laser application on the cells
involved in dental movement, to verify the
effect and reaction after laser therapy.
Objective: To create and standarized a
clinical protocol to irradiate culture cells
involved in dental movement (Human fi-
broblasts, osteoblasts and pre-osteoclasts
in order to understand the basics of it’s
clinical effect.

Materials and methods: Gingival and
periodontal fibroblasts, normal human
osteoblasts (NHOst) and human osteoclast
progenitor cells in culture were irradiated
using a low energy level laser (As-Ga-
Al), operated at 36.73mW, 832.79nm nm
wavelength 3.75 J/cm2 and 32.40 seconds
per well.

Conclusions: The cytotoxicity tests

showed that irradiation is safe protocol for
the four groups of cell cultures.

Key words: Low level laser, periodontal
and cell culture fibroblasts, osteoblasts,
pre- osteoclasts, orthodontic movement.

INTRODUCCION

Son varias las reacciones a nivel celular que
tienen que desencadenarse para facilitar un
movimiento dental inducido (1-4) y se ha
reportado que la aplicacion del laser de baja
intensidad permite no so6lo estimular estos
cambios celulares acelerando movimien-
to ortodoncico tanto en animales (5-10),
como en humanos (11-16), sino también
controlando el dolor en diferentes etapas
del tratamiento.(15-21). Los reportes de sus
efectos en diferentes células que participan
en el movimiento ortodoncico: fibroblastos
(22-26), osteoblastos (27-30), osteoclastos
(31) no muestran estandarizacion en cuanto
a distancias, equipo laser, longitud de onda
y tiempo de irradiacion y pocos son en cé-
lulas humanas normales. Timberlake (32)
resalta la importancia de homogenizar los
parametros que regulen estas variables al
irradiar células cultivadas.

El propdsito de esta investigacion es
estandarizar un protocolo de irradiacion
para cultivos celulares, Recopilando tres
estudios realizados en fibroblastos gin-
givales, periodontales, osteoblastos y pre
osteoclastos normales humanos con laser
de baja intensidad, en el Post grado de or-
todoncia de la Universidad del valle.



MATERIALES Y METODOS
Cultivos celulares

Fibroblastos gingivales y de Ligamento
periodontal suministrados por el laborato-
rio de cultivos celulares de la Asociacion
In-Vitro de la Facultad de Salud de la
Universidad del Valle, los cuales fueron
mantenidos en medio de cultivo Dulbeco
Modificado Eagle Medio (DMEM) (GI-
BCO)suplementado con GA-500, Suero
Fetal Bovino (SFB) (SIGMA-2442) L-
glutamina (200 mM) 1%, Aminoacidos no
Esenciales (GIBCO) 1%, Piruvato de Sodio
(100 mM) (SIGMA P-5280) 1%. Factor
Basico para crecimiento de Fibroblastos
(bFGF) (SIGMA F-5895), en botellas de
cultivo T-25 Falcon®.

Osteoblastos humanos normales (NHOst)
y células progenitoras de osteoclastos
humanos PoieticsTM Human Osteoclast
Precursors Cat No. 2T-110 Cambrex-Lonza
Inc. (Walkersville, USA), almacenados en
termos con Nitrogeno Liquido en el labo-
ratorio. Ser utilizaron el medio para creci-
miento de Osteoblastos (OGM BulletKit)
CC-3207 y el medio para crecimiento de
Osteoclastos (OCP Bullet Kit) PT 8001,
Cambrex-Lonza.

Todas las células se sembraron en micropla-
cas de cultivo celular de 96 pozos, de fondo
plano con un volumen de 200 microlitros
de medio de cultivo fresco de cultivo res-
pectivo. Después del tiempo de tratamiento
con el Laser se retira el medio y se lavan las
células con solucion de lavado 3 veces por 5
minutos. Posteriormente se adiciona a cada
pozo 50 microlitros de la mezclade XTTy
100 microlitros del medio de crecimiento,
generando una concentracion final de 0.3
mg/mL. de XTT. Las placas son incubadas
de 24 a 148 h en atmésfera humidificada
(37°C, 5% CO2).

Caracteristicas del laser de baja inten-
sidad

Equipo Photon LASEII (As-Ga-Al DMC
Equipamentos; Brasil) (Tabla 1).
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Tabla 1. Parametros de irradiacion

Longitud de onda Potencia

Densidad de energia

Tiempo

832.79nm 36.73mW

3.75J/cm2 32,40 Seg pozo

Protocolo de irradiacion

La irradiacion se hace sobre un soporte
de cuatro ruedas que permita al unirse a
una circunferencia mediante un conector
metalico, para ejecutar un movimiento
oscilatorio que se describe con la siguiente
formula:

x(t)=7.332 co0s[360(0.496)t] donde la
amplitud es de 7.332cm y el periodo es de
2.02s. El comportamiento de la velocidad
es de:

v(t)= - 7.274nsen [360 (0.496) t ]

Entre cm y cm se tiene una serie de ve-
locidades similares por lo que se trabaja
con una velocidad promedio de 22.25
cm/s (aproximacion a movimiento lineal
uniforme).

El tiempo que el laser irradia cada uno de
los pozos por ciclo debe ser de: t=0.0574s
El cual se obtuvo con: t=2d/V donde V
es el didmetro deun pozoy es lavelocidad
promedio.

Para mejorar el campo del haz se le adapta
al laser una lente positiva con distancia
focal de 3cm a la salida del dispositivo a
1.5cm de la superficie del cultivo celular.
La salida de potencia se mantuvo a 36.73
mW en modo continuo. La fibra se posicio-
naa 15 mm de la monocapa de manera per-
pendicular asegurando una exposicion igual
en todo el cultivo. Antes de la aplicacion del
laser a los cultivos, la energia resultante fue
determinada por medio de un medidor de
energia. El Tiempo total de Irradiacion por
pozo es de 32.40 segundos. En funcion del
tiempo de irradiacion, el flujo de energia es
de 3.75 julios/cm?2.

La irradiacion de los cultivos se hace en su
fase de proliferacion logaritmica. 24 horas
después de sembrados.

Después de la aplicacion del laser los
cultivos se deben incubar para la posterior
evaluacion.

Evaluacion del efecto en proliferacion ce-
lular para fibroblastos gingivales y perio-
dontales, osteoblastos y pre-osteoclastos

Se empleo el kit de proliferacion celular
(XTT) de Roche® que mide la actividad
metabolica de las células viables. Es una
prueba no radiactiva a sustancia marcadoras
radioactivas como la [3H]-timidina, o la
liberacion de radioisotopos como [51Cr] y
puede ser desarrollada completamente en
microplacas.

La prueba se fundamenta en la reduccion
de sal de tetrazolium XTT por células via-
bles en presencia de un reactivo de union
a electrones. Se basa en la conversion de
la sal de tetrazolium XTT amarilla hasta
producir el formazan una tincion de color
anaranjada por la actividad metabdlica de
las células, por consiguiente esta conver-
sion solo ocurre en células viables. EL
formazan es soluble en solucion acuosa y es
directamente cuantificado usando un lector
de microplacas para ELISA.

Las células, se crecieron en placas de
cultivo celular de 96 pozos, ¢ incubadas a
37°C en ambiente de humedad al 5% con
CO2, posterior al tratamiento con el laser,
se incubaron con la solucion de XTT, de 4
a 164 horas. Después de 24 horas de incu-
bacion se evalua la produccion de formazan
de color naranja, y fue cuantificada usando
el lector de microplacas Stat Fax 2100
(Awareness). Un incremento en el niimero
de células vivas resulta en un incremento
en la actividad general de la dehidrogenasa
mitocondrial en la muestra. Este aumento
esta directamente correlacionado a la
cantidad de formazan formado, el cual es
interpretado de acuerdo a la absorbancia.
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Prueba para evaluacion de proliferacion
en Osteoblastos

Meétodo Marcaje Enzimadtico:

Algunos anticuerpos se utilizan conjuga-
dos con enzimas. El método incluyé el
revelado de la enzima para visualizarlo al
microscopio optico. Los muestras celulares
obtenidas por cultivo celular se fijaron por
inmersion en Formol buffer al 10% por 10
minutos, luego se lavaron durante 5 minu-
tos en Buffer Fosfato Salino (PBS) 0.01
Molar. La peroxidasa endogena se bloqued
con perdxido de hidrogeno al 0.3 % por 5
minutos, posteriormente se lavé en PBS que
contenia 5% de suero normal y 1% suero
albumina bovina por 30 minutos.

Método Complejo Avidina - Biotina
(ABC):

Meétodo indirecto muy sensible. Se proce-
dio a través de tres incubaciones y el revela-
do de la enzima: se incub6 con el anticuerpo
primario toda la noche a 4°C en cdmara de
humedad, se lavé en PBS seguido de una
incubacion con el anticuerpo secundario
biotinilado (2 microgramos/mL.) y una
dilucion de 50X del complejo avidina-
biotina-peroxidasa en camara de humedad
por 30 minutos a temperatura ambiente.

Revelados:

El revelado de la Peroxidasa de Rabano
(horseradish peroxidase, HRP) se realiza
mediante una reaccion histoquimica con
3,3’- diaminobenzidina tetra clérica, agua
oxigenada y diaminobenzidina (DAB).
El revelado de la Fosfatasa Alcalina se
desarrolla normalmente utilizando naftol
AS-MX fosfato en combinacion con el
colorante Fast Red que dio como resultado,
un producto de reaccion rojo brillante e
insoluble. Posteriormente se contrastd con
hematoxilina y se monta en Permount.

Analisis estadistico

Se utilizo estadistica descriptiva para hallar
la media, la mediana la desviacion tipica, el
coeficiente de variacion y el rango minimo
y maximo de cada una de las lineas celu-
lares observadas y una prueba U de Mann
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Whitney para realizar las comparaciones
entre los grupos de células. El nivel de
significancia para el estudio se fijé en una
probabilidad < 0.05, es decir, solo seria
significativa la diferencia si p < 0.05

RESULTADOS
Fibroblastos Gingivales y Periodontales

La estadistica descriptiva mostr6 en resulta-
dos de absorbancia, un promedio del,21 +
0.036 unidades de densidad 6ptica (U.F.O)
para los fibroblastos gingivales control y
1.29 + 0.057 unidades de densidad optica
para los fibroblastos gingivales irradiados.
Mostrando que las células gingivales ex-
puestas a radiacion no presentan diferencias
significativas comparadas con las células
gingivales control. Su comportamiento es
muy similar.

Para los Fibroblastos periodontales se
encontré un valor medio de 1.11 + 0.18
unidades de densidad optica para los fi-
broblastos periodontales control y 1.02 +
0.31 unidades de densidad oOptica para los
fibroblastos periodontales irradiados, se
observo que entre el promedio del grupo
control y el promedio del grupo irradiado
no se presentan diferencias significativas
(Tabla 2).

Se observo que el tiempo afectd positi-
vamente la tasa de proliferacion de los
fibroblastos gingivales control e irradiados,
encontrandose un incremento en los valores
de las lecturas con los dias. Los Fibroblas-
tos periodontales irradiados mostraron una
gran variabilidad en su respuesta al ser
comparados con el grupo control, como se
puede observar en la Tabla 3.

Osteoblastos

En los grupos control, tanto el Bajo, como
el Medio y Alto, se observa un aumento
progresivo de absorbancia a partir del dia
1 hasta el final de los dias de lectura, es
decir, la tendencia fue en aumento a través
del tiempo. Para el grupo Experimental o
Ensayo la tendencia hasta el dia 5 fue a

aumentar, al igual que los grupos control,
pero al llegar al ultimo dia de lecturas, el
dia 6, se observa una caida en los valores
de absorbancia (Tabla 4).

Al realizar la prueba de Bonferroni se esta-
blecié un nivel de significancia de p <0,001
debido al gran niimero de comparaciones
posibles entre los promedios. Se asume que
en general las varianzas son homogéneas,
pero estas siempre fueron mas altas en el
grupo experimental que en los controles.
El mayor aumento en crecimiento para el
control bajo se presento6 entre los dias 1 y
2. Para los controles medio y alto, este pico
de crecimiento se presenté entre los dias 5
y 6. En el grupo experimental el cambio
maximo en la proliferacion estaba ubicado
entre los dias 2 y 3.

Informe Inmuno histolégico para Os-
teoblastos

Proliferacion celular — Anticuerpos an-
tiproteina:

Se observé bajo microscopia de luz, cuatro
(4) placas con varios tipos de coloracion y
un método validado para tal fin, utilizando
un anticuerpo antiproteinas de la mitosis
(tipo Ki-67, Dacko®) el cual garantiza la
presencia de las mismas durante todo el
proceso mitotico (fases G1, S, G2 y mi-
tosis). A la observacion bajo microscopia
de luz, de forma cualitativa, se aprecié un
abundante crecimiento en la monocapa
de los osteoblastos con buena morfologia
celular y la presencia de nucleos o centros
celulares de proliferacion.

Pre Osteoclastos

Citotoxicidad celular:

La determinacion de la citotoxicidad por la
técnica de LDH, se realizo con mediciones
a las 6 y 24 horas, en el Stat Fax -2100 a
una longitud de onda de 492 nm.

Las células irradiadas con laser de baja
intensidad mostraban un 0.22% de cito-
toxicidad a las 6 horas, lo cual indica que
de 20000 células sembradas 44 se habian
lisado en este periodo de tiempo.



El grupo triton (Triton X-100 al 100%)
present6 un porcentaje del 6.6%, es decir,
1320 células lisadas a las 6 horas.

Alas 24 horas el Laser present6 un 0.543%
de citotoxicidad frente a un 48.37% que
presentaba el Triton X-100, esto quiere
decir, que a las 24 horas de las 20.000
c¢lulas que se sembraron un promedio de
108 células se habian lisado, mientras que
con la solucion de Tritén X-100 se habian
lisado 9674 células.

Al comparar los promedios de citotoxi-
cidad, se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas a las 6 Vs 24 hrs
(P<0.001) (Tabla 5).

Debido a que se encontrd que el laser no
tiene ninglin efecto citotoxico sobre los
pre osteoclastos, se realizaron pruebas de
proliferacion celular, para evaluar el efecto
en la densidad de las células.

No se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre el grupo irradiado
y el grupo control en los dias de prueba. Se
observo que ambos grupos presentaron el
mismo comportamiento bioldgico, acorde
con el ciclo celular investigado.

Debido a que la muestra se comportd de una
forma no paramétrica se aplico la prueba de
Kruskal — Wallis, encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre los
dias evaluados (p<0.0001).

La prueba de Mann-Whitney encontro
diferencias estadisticamente significativas
entre el dia 1, 2 y 3 con cada uno de los
dias evaluados, pero no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas
entre los dias 4, Sy 6.

DISCUSION

El presente protocolo de irradiacion mostro
que los fibroblastos gingivales y periodon-
tales no presentan un aumento en la prolife-
racion estadisticamente significativa al ser
comparados con un grupo control (33). Esto
difiere de lo encontrado por Almeida Lopez
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Tabla 2. Estadistica descriptiva para F

ibroblastos gingivales y periodontales

Fibroblastos

Fibroblastos

Estadisticos gingivales periodontales
Control Irradiado Control Irradiado
Media 1,21 1,29 1,11 1,02
Mediana 1,24 1,3 1,1 0,96
Desviacion estandar 0,036 0,057 0,18 0,12
Minimo 0,72 0,78 0,59 0,43
Maximo 1,67 1,74 1,79 1,91

Tabla 3. Resultados de absorbancia (U.F.O) por grupos y tiempo

Fibroblastos Gingivales

Fibroblastos Periodontales

Dia Control Irradiado Control Irradiado
1 0.862 0.912 0.713 0.656
2 0.968 1.037 0.839 0.793
3 1.087 1.162 0.975 0.937
4 1.217 1.297 1.121 0.100
5 1.335 1.426 1.260 1.108
6 1.456 1.553 1.399 1.216
7 1.558 1.650 1.503 1.324

Tabla 4. Resultados de absorban

cia por grupos y tiempo en U.F.O

Nivel Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Bajo
Promedio 0,6296 0,832 0,978 1,153 1,197 1,216
Desviacion estandar ~ 0,03825 0,05594 0,0771 0,3752 0,3552 0,2019
Medio
Promedio 0,648 0,937 1,109 1,213 1,378 1,686
Desviacién estandar 0,04665 0,10924 0,1442 0,1633 0,3668 0,6281
Alto
Promedio 0,67929 1,173 1,38 1,591 1,988 2,534
Desviacién estandar 0,05667 0,1725 0,21 0,355 0,5852 0,485
Ensayo
Promedio 0,593 0,96 1,568 1,837 1,929 1,746
Desviacién estandar 0,0809 0,4598 0,7135 0,8157 0,7048 0,644

enel 2001 (22) quien reportd que al irradiar
fibroblastos gingivales a 2 J/cm2 se obtiene
una mayor proliferacion al compararlos
con un grupo control. Pereira et al (23)
habian evaluado la sintesis de pro-colageno

después de irradiar fibroblastos gingivales
cultivados, con un laser de Ga-As en va-
riaciones de 3 a 5 J/cm?2 analizando curvas
de crecimiento e inmunoprecipitacion de
pro-colageno. Los autores concluyeron que
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el laser produce un efecto de proliferacion
sin efecto en la sintesis de pro-colageno.

Kreisler en el 2003(24) realiz6 otro estudio
con el objetivo de evaluar el potencial de
estimulacion de la irradiacion con laser de
baja intensidad en fibroblastos del ligamen-
to periodontal, encontrando también una
proliferacion considerablemente mayor en
los fibroblastos irradiados que en el grupo
control, determinada por medio de la activi-
dad de fluorescencia mediante un indicador
de oxidacion-reduccion (REDOX).

Las diferencias en relacion a estos re-
sultados pueden deberse a las diferentes
potencias de los equipos y protocolos de
irradiacion.

Al reproducir el protocolo de irradiacion
en Osteoblastos humanos normales, se en-
contro con la aplicacion de éste protocolo,
un aumento en la proliferacion estadisti-
camente significativa al comparar el grupo
irradiado con los controles (34).

El resultado difiere de lo publicado por
Coombe y Darendeliler (23), quienes in-
vestigando los efectos de la irradiacion con
laser en una linea de células Osteoblasticas
de Osteosarcoma, encontraron que la acti-
vacion o proliferacion celular no era signi-
ficativamente afectada con la aplicacion de
diferentes niveles de energia, pero observa-
ron un incremento en la concentracion de
calcio intracelular y concluyeron que estos
efectos deben ser estudiados mas a fondo
antes de considerar que la terapia laser es
un acelerador potencial del movimiento de
ortodoncia.

Hasta el 2012 no se habian publicado estu-
dios experimentales in-vitro que evaluaran
los efectos bioestimulatorios de la irradia-
cion con laser de baja intensidad sobre
pre osteoclastos humanos que permitan
ser comparados con lo encontrado por la
aplicacion del protocolo aqui descrito(35)
, y correlacionando sus resultados con los
estudios previos en osteoblastos, se puede
considerar que la estimulacion osteoclas-
tica se origina por la interaccion celular
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Tabla 5. Promedios de citotoxicidad (%)

Horas Laser Triton
6 0,22 6,6
24 0,543 48,37

osteoblastos-osteoclastos mas que por el
aumento de la actividad celular de los pre
Osteoclastos, por lo tanto, la irradiacién con
laser de baja intensidad beneficia el proceso
de remodelado 6seo durante el movimiento
dental ortodoéncico.

Encontramos que en un mismo protocolo
de irradiacidn, estandarizado en longitud
de onda, nivel de energia, intensidad, y tipo
de exposicion se puede estar proliferando
una linea celular sin necesariamente tener
igual efecto en otra. Esto es similar a lo que
hacemos clinicamente; no podemos inde-
pendizar las irradiaciones para cada célula,
solo podemos exponer areas limitadas de
tejido que, en el caso de laserterapia en
ortodoncia, incluye encia, hueso alveolar,
ligamento y superficie radicular.

CONCLUSIONES

Las pruebas de citotoxicidad demostraron
que este protocolo de irradiacion es seguro
para los cuatro grupos de cultivos celulares.
En fibroblastos gingivales o periodontales
no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativa en la proliferacion de
los grupos control e irradiados. Los cultivos
de células Osteoblasticas humanas norma-
les (NHOst) son sensibles a la irradiacion
con laser de baja intensidad Photon LASE
(As-Ga-Al) en estadios tempranos de culti-
vo, presentando aumento significativo de la
proliferacion celular a partir del primer dia.
La irradiacion con laser de baja intensidad
no tiene efecto citotdxico ni afecta la den-
sidad celular de Pre-osteoclastos humanos
normales In vitro.
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