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1. LASER

1.1. HISTORIA DEL LASER

La utilizacién de la luz como instrumento médico data de las mds antiguas civilizaciones, se
usaba tanto como elemento diagndstico, como elemento terapéutico. Los griegos practicaban
la helioterapia, los romanos recomendaban tomar bafios de sol a diario y en la Europa
medieval los médicos de la época practicaban la fototerapia con luz solar y artificial para
tratar el raquitismo, la psoriasis y los eccemas cutdneos, entre otras afecciones. Estos
antecedentes junto con los avances cientificos ha hecho posible la invencién y utilizacién de los

ldseres en muchos dmbitos de la vida cotidiana’.

Son muchas las teorias desarrolladas sobre la naturaleza de la luz, Epicireo ya desarrollé su
teoria atomista del universo en el 270 a. C., pero no seria hasta 1900 con el planteamiento
de la teoria cudntica cuando se empezé a vislumbrar el comportamiento y la composicién de

la luz2.

Esta teoria fue desarrollada por el fisico alemdn Max Planck, en ella describia que la luz
estaba formada por paquetes indivisibles de energia radiante a los que denominé cuantos.
Mdas tarde, Rutherford contribuyé al desarrollo de esta teoria al postular un modelo atémico
basado en la teoria de Planck, segun el cual el dtomo estaba formado por una carga central

y otras que orbitan alrededor de la primera dentro de una esferas.

Posteriormente en 1913, Bohr sintetizé ambas teorias y describié el dtomo y los electrones tal
y como los conocemos ahora. Bohr también describié la teoria del movimiento de los electrones
dentro del dtomo, de tal manera que debian ganar energia para moverse a orbitales
superiores y perderla para moverse a niveles energéticos mds bajos. Esto se traduce en que
un electrén puede desplazarse a través de los orbitales del dtomo absorbiendo o emitiendo

energia radiante o luz4.

Aunque no serd hasta 1915 cuando Einstein hable por primera vez de la emisién estimulada o

inducida de la luz, procesos fundamentales relacionados con la luz y la materia:

1. Absorcidn estimulada: proceso por el que un dtomo puede ser excitado hasta un estado
superior de energia mediante, calentamiento, interaccién luminica o interaccién de
particulas.

2. Emisidn espontdnea: proceso por el que un dtomo excitado, decae a un nivel energético

inferior de manera espontdnea.
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3. Emisién estimulada: al aplicar una radiacién externa de la misma frecuencia sobre un
dtomo, éste realiza una transicién a un orbital inferior, lo que se traduce en una

liberacién de energia luminica idéntica a la entrante.

Esta ¢ltima situacidon, se produce cuando existen mds dtomos excitados (en niveles energéticos
superiores) que no excitados (en orbitales inferiores) y se le conoce con el nombre de inversién

de la poblacién.

Serd a partir de estas teorias de donde surja la fisica cudntica, que aportard numerosos

avances en todos los dmbitos de la vida desde el militar al sanitario.

Las teorias de estos tres cientificos fueron estudiadas ampliamente, aunque no tuvieron una
experimentaciéon prdctica hasta que comenzé la Segunda Guerra Mundial. En esta época, por
motivos bélicos se desarrollé un especial interés por crear dispositivos que fuesen capaces de
ampliar las microondas por medio de emisién de radiaciones, para poder crear asi radares

mds potentes y lo suficientemente pequefios como para poder instalarlos en una aeronave.

Como resultado de estas investigaciones nacié el primer MASER acrénimo de Microwave
Amplification by Estimulated Emission of Radiation (amplificacién de las microondas por medio
de la emisién estimulada de radiaciones) creado por C. Townes y Weber5%es el antecesor del

LASER.

Este primer MASER estaba formado por moléculas de amonio que eran estimuladas para
conseguir que se produjesen ondas electromagnéticas. Posteriormente se desarrolla la técnica
del bombeo éptico, proceso en el que la luz se utiliza para pasar electrones de un nivel
energético mds bajo a otro mds alto, lo que hizo posible que Townes y Shawlow ampliaran los
principios del MASER a la regién infrarroja y visible del espectro electromagnético, de esta
manera se crearon los primeros MASERES en estado sélido®, compuestos por rubi para Bells
Lab, con el objetivo de ampliar la capacidad de transmisién de la red de comunicaciones de

Bell.

En 1957, Gould aplica el bombeo éptico para excitar la emisiéon de luz y escribe un borrador
titulado “Algunos cdlculos aproximados sobre la viabilidad de un LASER: Light Amplification by

Estimulated Emission of Radiation (amplificacién de la luz por emisién estimulada de radiacidn)””.

Los primeros laseres se desarrollaron en el dmbito armamentistico, aunque a partir de 1960
Maiman inicia el desarrollo de ldseres destinados a dmbitos civiles, identificando cinco

posibles utilizaciones del l&ser8:
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1. Amplificaciéon de la luz.

2. Herramienta para investigar la materia en la investigacion bdsica.
3. Haz de alta potencia para las comunicaciones espaciales.

4. Amplificador del nimero de canales de comunicacién disponibles.
5

Concentrador de luz para la industria, la quimica y la medicina.

Sobre esta ultima utilizacién ya se estaba trabajando, en 1963 ya se estaban realizando
estudios para la utilizaciéon del ldser en el campo odontolégico; los primeros en usarse fueron

los de rubi, aunque no con muy buenos resultados por su alto efecto térmico.

En los afios posteriores se desarrollaron diferentes ldseres con fines médicos, en 1964 se
fabricé el primer ldser de CO2, en 1974 se comenzé a utilizar laser YAG, sobre todo el
Nd:YAG. Hasta que a finales de los 80 se produjo el mayor avance en elcampo del LASER

con la creacién del Er:YAGS?.

En el campo de la odontologia, el primer ldser desarrollado exclusivamente para cirugia
dental fue creado por los hermanos Myers, que idearon un dispositivo fdcil y seguro de usar,
portdtil, con un sistema de enfriamiento interno, con componentes que se pudieran esterilizar
en autoclaves y con un sistema de aplicaciéon de fibra 6ptica flexible para facilitar el acceso

intraoral y la retroalimentacién tdctil necesaria para los profesionales dentales'o:'1,

Actualmente en este campo se utilizan diferentes longitudes de onda incluyendo COo,

Nd:YAG, argén, varias longitudes de onda de diodo y dos longitudes de Er:YAG.
1.2. PRINCIPIOS BASICOS

Laser es el acrénimo de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation y hace referencia
a cualquier dispositivo capaz de producir o amplificar la radiacién electromagnética (en el
caso del laser, luz) en un rango de longitud de onda comprendido entre los 180 nm y 1mm, a

través de un proceso de emisidn controlado y estimulado de dicha radiacién'2.

Para comprender el correcto funcionamiento de un dispositivo ldser es necesario explicar los

términos a los que se refiere la definicién anterior.
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A . RADIACION ELECTROMAGNETICA, LUZ VISIBLE Y LASER:

La radiaciéon electromagnética estd formada por la combinacién de campos eléctricos y
magnéticos, perpendiculares entre si, que se propagan por el espacio en forma de ondas

portadoras de energia.

Su unidad bésica es el fotdn. Este se define como “El cuanto de energia electromagnética,
considerado como una particula diferenciada que tiene una masa cero, sin carga eléctrica y
un tiempo de vida indefinidamente largo”'3. Los fotones se encuentran agrupados formando
ondas que viajan en el vacio a una velocidad constante, que en este caso es la velocidad de

la luz.

Hay wuna serie de propiedades fisicas que caracterizan este tipo de ondas

electromagnéticas':

*  Amplitud: altura vertical de la onda desde el eje cero alrededor del que se mueve
hasta su pico mdximo de altitud. La amplitud estd relacionada con la intensidad de
la radiacién (brillo). A mayor amplitud, mayor es la cantidad de trabajo potencial
que se podria llevar a cabo. Para una onda de sonido, la amplitud guarda
relacién con el volumen. Para una onda que emite luz (ldser) la amplitud guarda
relacién con el brillo o intensidad y su unidad de medida es el Julio (J).

* Longitud de onda (A ): es la caracteristica mds importante ya que influird en la
interaccion del laser con el tejido y se refiere a la distancia horizontal entre dos
puntos de la onda. Se mide en metros, o en nuestro caso en nanémetros (nm).

* Frecuencia: nos indica el nimero de pulsos de energia emitidos por segundo. Se
mide en herzios (Hz) y es igual a una oscilaciéon por segundo, entendiendo por
oscilacién la rotacién que hace la onda electromagnética alrededor del eje por el
que se mueve. La frecuencia es inversamente proporcional a la longitud de ondq,
por lo que cuanto mayor es la longitud de onda, menor es la frecuencia y

viceversa.

El comportamiento de la radiacién electromagnética depende de su longitud de onda. El
espectro electromagnético es toda la coleccién de ondas de energia, que comprende desde los
rayos gamma (A 10 a 10-2m) hasta las ondas largas de radio (10 Km) pasando por los Rx,
ultravioleta extremo y cercano, luz visible, infrarrojos cercanos, medios y lejanos, microondas,

alta frecuencia, onda corta y media de radio.
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La luz visible es, por tanto, un tipo radiacion electromagnética cuya longitud de onda se
encuentra comprendida entre los 380 y los 780 nm. Los dispositivos laser que se utilizan en
odontologia, emiten en el espectro comprendido entre la luz visible y el infrarrojo. Como

caracteristicas bdsicas que diferencian la luz laser de la luz visible, encontramos’>:

®*  Monocromatismo: a diferencia de la luz ordinaria que es policromdtica, la luz laser
es monocromdtica, es decir, genera un haz de un solo color que serd visible o
invisible dependiendo de la franja del espectro electromagnético en la que emita
la longitud de onda del dispositivo ldser (en el caso de los Idseres odontolégicos,
franja infrarroja o visible).

®* Coherencia: un haz de luz es coherente cuando todas las ondas que lo componen
son idénticas, tanto en amplitud, frecuencia y sincronizaciéon.

* Unidireccionalidad o coherencia espacial: hace referencia a que la divergencia de
del haz laser es baja.

* Alta brillantez o intensidad: es posible gracias a las caracteristicas anteriores, y es
la que permite el uso terapéutico de los laseres, ya que la intensidad hace
referencia a la posibilidad de focalizar la radiaciéon en un punto, aumentando asi
la energia en dicho punto.

* Polarizacién: los fotones emitidos oscilan en el mismo plano y direccién, es decir son
paralelos. Esta caracteristica, desaparece cuando el ldser interacciona con los

tejidos.
B . AMPLIFICACION:

El fenédmeno de la amplificacién, se da dentro de la cavidad del ldser gracias a sus tres

componentes'é:

* Medio activo: da el nombre al laser y genera fotones, puede ser:
= Gaseoso: como en el caso de los laseres de COa.
= Sélido: formado por cristales de itrio, aluminio o granate (YAG).
= Semiconductor: ldseres de diodo.
= liquido.
®* Mecanismo de bombeo: es la fuente de excitacion del medio activo, puede
presentarse en forma de circuito eléctrico, bobina eléctrica o cualquier mecanismo
capaz de impulsar energia dentro de dicho medio, mediante una reaccién fisico-

quimica.
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Cuando esto ocurre, la energia es absorbida por los electrones que se encuentran en
los orbitales externos de los Gtomos del medio activo. Estos electrones cargados de
energia, saltardn a un orbital superior mdas alejado del nicleo del dGtomo y con un nivel
de energia mayor, produciéndose lo que se conoce como “inversién de la poblacién’ es
decir, que hay mads electrones excitados que en reposo. En este punto, si se aplica una
radiacién externa sobre el dtomo, tal y como explicaba Einstein, se producird una
emisién estimulada de energia en forma de fotén, como consecuencia de la vuelta del
electrén a su orbital de reposo. La energia liberada serd igual que la que absorbié el
electrén al pasar a su estado excitado.

* Resonador optico: lo forman el medio activo y dos espejos que se sitban en los
extremos de la cavidad del ldser que ayudan a colimar y amplificar el haz laser. Una
de estas superficies es totalmente reflectante y la otra es parcialmente transmisora,

para permitir que el haz laser pueda ser transmitido.

Hay otros dos componentes externos a la cavidad del laser, que ayudan a la amplificacién y

posterior transmisién del haz léser:

¢ Sistema de enfriamiento para dispersar el calor que se genere durante el proceso de
la amplificacién y la emisién.
* Pieza de mano: su objetivo es vehiculizar la luz ldser, hay dos mecanismos para
hacerlo:
= Brazos articulados: formados por unos tubos intercalados por espejos
colocados a 45°que van reflejando la luz para conducirla desde la
fuente al tip de salida (fibra de vidrio que ponemos en contacto con los
tejidos).
= Fibras opticas: serdn el mecanismo elegido siempre que el ldser emita
por debajo de los 2000 nm y tienen un calibre variable dependiendo

de las necesidades de utilizacién que se tengan.
1.3. MODO DE EMISION

La emisiéon de energia ldser por los diferentes dispositivos, se puede llevar a cabo en
diferentes formas, con diferentes pardmetros y con varias modalidades de uso de la pieza de

mano en funcién del efecto que queramos alcanzar.
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Los pardmetros que se pueden modificar para cada tratamiento son:

* Energia: potencia propia del l&ser, se expresa en watios (W).

* Energia aplicada: se expresa en julios (J) y hacer referencia a la potencia (W)
multiplicada por el tiempo de exposicién, medido en segundos.

* Densidad de potencia: potencia dividida por el drea de aplicacién (cm?).

* Densidad de energia (fluencia): es la medida mds usada, se refiere a la energia
aplicada (J) dividida por el drea de aplicacién (cm?) y es la que establece los

pardmetros de utilizacion del ldser en su relacién con los tejidos biolégicos.
Las formas en las que podemos emitir dicha energia son?17-19;

1. Modo continuo: se emite energia de manera continua mientras el Idser esté activo, lo
que puede provocar una elevaciéon de la temperatura en el tejido irradiado.

2. Modo alterno: se produce luz alterna mediante la apertura y cierre de un obturador
mecdnico controlado por un software. Este obturador, modula la emisiéon durante el
tiempo que se necesite, segun el tratamiento que se vaya a realizar.

3. Modo pulsado: un sistema electrénico hace posible que se emita el haz laser de alta
potencia, durante un tiempo determinado evitando que se eleve la temperatura de

manera inadecuada.
Con respecto al spot o punto focal donde se deposita la energia, hay dos posibilidades?0:

1. Enfocado: la distancia entre ldser y tejido es pequefiq, el spot es mds pequefio y se
disipa menos energia. Este tipo de emisién es la adecuada cuando se quieren realizar
tratamientos quirdrgicos con el haz laser.

2. Desenfocado: la distancia entre laser y tejido es amplia, el spot es mds grande y en
consecuencia se tiene un drea de trabajo mayor, pero con una densidad de energia
mds pequeiiq, ideal si sequiere conseguir hemostasia o fenédmenos bioestimulatorios en

la zona.
1.4. TIPOS DE LASER

Los laseres pueden clasificarse de distintas maneras. La clasificaciéon puede hacer referencia al
medio activo, al modo de emisién o a la longitud de onda entre otros criterios. Pero la
clasificacién mads extendida es la establecida en funcién de la potencia, de tal modo que

podemos dividir los laseres en'2.
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A.

Laseres de baja potencia, terapéuticos o blandos: son aquellos que emiten en la
region del espectro rojo o del infrarrojo cercano, tienen una potencia media de salida
que va desde 50mW a 1W. Se caracterizan porque no producen efectos térmicos en
los tejidos irradiados ya que la potencia de utilizacién es baja y el drea sobre la que
se actia suele ser amplia, por lo que el calor tiende a dispersarse, esto se traduce en
que son laseres poco o nada adecuados para efectuar tratamientos quirdrgicos, pero
muy eficientes como bioestimuladores celulares?!. Los mds comunes son:

= AsGa: arseniuro de galio.

= AsGaAl: arseniuro de galio y aluminio.

= HeNe: helio-nedn.

También se pueden usar como ldseres de baja potencia los ldseres de diodo, estos
ldseres de alta potencia, producen efectos terapéuticos siempre que se utilicen con una
potencia de salida inferior a TW y con la pieza de mano usada para la realizacién

del blanqueamiento dental, para que el haz laser se disperse?!.

Laseres de alta potencia, quirdrgicos o duros: se utilizan como alternativa al bisturi
frio o al intrumental rotatorio convencional (turbinas y micromotores). Producen efectos
fisicos visibles y su accién depende en gran medida del efecto fototérmico que
provocan. En el campo de la odontologia se utilizan en terapéutica dental, en la
realizaciéon de cirugias preprotésicas y sobre todo en cirugia oral tanto de tejidos

blandos como de tejidos duros. Los ldseres de alta potencia mds utilizados son'217:22-

27,
= Argén.
" Nd:YAG/ Nd:YAP.
= Ho:YAG.
= Er:YAG.
= ErCr:YSGG
= Coa.
= Diodo.
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1.5. EFECTOS DEL LASER SOBRE LOS TEJIDOS

Segun sean las propiedades épticas del tejido diana, la energia aplicada, la superficie a
tratar y el tiempo de exposicion, el haz ldser podrd interaccionar con dicho tejido de maneras

diferentes:

1) Atendiendo a las propiedades dpticas de los tejidos:

Estas propiedades son las que van a establecer la respuesta del tejido a la irradiacién,
ademds provocardn que se desarrollen fenémenos fisiolégicos dentro del mismo por la

captacién y transformacién de energia en su interior?8.29,

La interaccién del ldser y el tejido, viene determinada principalmente por dos pardmetros: la
longitud de onda del dispositivos ldser y las caracteristicas propias del tejido diana. Ademas,
hay otros factores influyentes que dependen del operador, que son: el nivel de potencia
aplicada, la energia total dada al drea a tratar, el tiempo de exposiciéon y la forma de
emisién. El conocimiento y control de todas estas variables hard posible el correcto uso del

l&ser, permitiendo que se dé el efecto deseado sobre los tejidos que se van a irradiar!¢30.31,

Unas vez tenidas en cuenta todas las variables anteriores, la relaciéon que se puede establecer
entre el laser y el tejido puede manifestarse de cuatro formas concretas que pueden darse de

manera aislada o combinada dentro del tejido32:33;

a. Reflexion: el haz entra en contacto con la superficie del tejido y una parte de la
energia se refleja sin producir ningin efecto en él. Esto se produce cuando la superficie
sobre la que incide el haz ldser no presenta ninguna irregularidad, es lo que se llama
una imagen especular. En el caso de los tejidos, como sus superficies son irregulares, la
reflexiéon no es total. Este modo de interaccién es importante sobre todo desde el
punto de vista de la seguridad a la hora de manejar el ldser, ya que esa radiacién
que se dispersa puede incidir sobre otros tejidos que no queramos tratar del paciente
o del propio operador34,

b. Transmisién: la energia atraviesa el tejido sin provocar ningin efecto, como si el

tejido fuese transparente. Esta interaccion estd relacionada con la longitud de onda

del ladser que empleemos.
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c. Dispersion o scattering: cuando el haz laser entra en contacto con el tejido, éste deja
de ser coherente y los fotones cambian su direccién, provocando una mayor absorcién
de energia de los tejidos adyacentes respecto al tejido diana, y por tanto un menor
efecto en la zona deseada.

d. Absorcion: es el efecto que se pretende conseguir y consiste en que la energia sea

absorbida en su mayor parte por el tejido diana.

Cuando el haz laser es absorbido por dicho tejido, la intensidad del rayo comienza a
disminuir a la vez que se empieza a generar calor, por medio de la vibracién de los fotones
que forman la onda electromagnética. La capacidad de absorciéon de una determinada
longitud de onda se denomina absorbancia y va a depender de varios factores inherentes al

tejido a irradiar como son33:

I.  Constitucién molecular.

Il.  Espesor de la superficie a irradiar.

lll.  Temperatura.

IV.  Presencia de croméforos en la superficie o en el interior del tejido diana. Estos
croméforos, son distintas moléculas presentes en los tejidos, como por ejemplo
la melanina, la hemoglobina, la hidroxiapatita, el agua, entre otras, o
colorantes exdégenos que se inoculan en el tejido. Todos ellos son especificos
para cada longitud de onda que captan y absorben la energia emitida por el

laser3e,

2)Atendiendo al modo de aplicacidn de la luz Idser:

La luz laser se puede aplicar fundamentalmente de dos maneras20:33;

1. En contacto pieza de mano y tejido: en este caso el terminal roza el tejido sobre el
que se quiere actuar.

2. No contacto: la pieza de mano se pone a distancia del tejido.

La eleccién de una u otra manera, va a influir en el modo en que interacciona ldser y tejido,
ya que se puede variar la distancia focal de la luz, de tal manera que cuanto mas distancia
haya entre el tip y el tejido, mds se desenfocard el haz. Esto quiere decir, que con la misma
cantidad de energia, aplicando la pieza de mano sin contacto, se afecta a una superficie
mayor, lo que supone una menor penetracién del rayo y una accién mds superficial que la que

se obtendria con el haz laser focalizado (en contacto)20:33:37,
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Una vez que la energia ha sido absorbida por el tejido, los efectos que se pueden producir

son variables, siendo los principales38.
* Efecto fototérmico.

El efecto fototérmico se origina cuando la energia radiante es transformada en calor,
provocando un aumento local de la temperatura en la zona radiada38. Este efecto es el mds
frecuente, sobre todo si se usan ldseres de alta potencia y dependerd de factores como: la
longitud de onda, los pardmetros que se usen durante el tratamiento, la duracién y frecuencia
del pulso si es que se estd emitiendo en modo pulsado y las propiedades del tejido: como la
cantidad de agua que contenga, la vascularizacién, o la profundidad de la zona a

irradiar14.15,:39,40,

Los efectos derivados de la accién del calor en el tejido se producen de manera instantdnea,
provocados por una serie de acontecimientos termodindmicos que se inician con la absorcién
de la energia foténica. Una vez que esto sucede, las estructuras tisulares sufren una excitacion
electrénica o molecular que provoca la conversiéon de la energia absorbida en calor. A
continuacién, las estructuras adyacentes al drea radiada comienzan un proceso de dispersion
y conduccién del calor, para evitar que se aumente demasiado la temperatura en la zona a

tratar y se lesionen zonas cercanas que no requieren tratamiento20.29.41,

Los factores que influyen en que haya una mayor o menor dispersién del calor, y por lo tanto,

un mayor o menor dafio tisular son tres principalmente3342;

1. Forma de emisién: el modo continuo puede resultar mas lesivo que el modo pulsado, ya
que este Ultimo entre pulso y pulso (ciclo de trabajo) permite que se produzca una
dispersién de calor que hace que la temperatura se mantenga baja en la zona de
tratamiento.

2. Composicidon del tejido diana: los tejidos con un alto contenido en agua y bien
vascularizados, son menos susceptibles de sufrir dafios térmicos.

3. Tiempo de exposiciéon: a mds tiempo de exposicidén, mds posibilidades hay de lesionar

los tejidos.

Dependiendo de la temperatura alcanzada tendrdn lugar diferentes efectos histolégicos que
van desde la hipertermia, cuando la temperatura del tejido aumenta a 50° hasta la

carbonizacién, cuando se alcanzan los 200°. Algunos de estos efectos son'2:
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- 45°: vasodilatacién, dafio epitelial, muerte celular e hipertemia transitoria.

- 50°: cese de la actividad enzimdtica.

- 60°%: desnaturalizacién de las proteinas, coagulacién sanguinea y pérdida de
integridad de las membranas.

- 70°: desnaturalizacién del coldgeno y permeabilidad de las membranas.

- 80°: contraccién de las fibras coldgenas y necrosis.

- 100° deshidratacién del tejido por evaporaciéon de todo el contenido acuoso y
pérdida de coloracién del tejido.

- >100° volatilizacién de los componentes orgdnicos produciéndose una rdpida
ablacién del tejido.

- 100°-200°: carbonizacién.

- 200°-300°: combustion.

Como consecuencia de la degradacion del haz Idser a medida que se absorbe en el tejido y
de la dispersién gaussiana de la energia, no sélo se pueden producir dafios en el drea central
donde se esté depositando la energia, sino que también habrd dafos en las zonas

adyacentes, que se irdn haciendo mds leves conforme nos alejemos de la zona diana.

Las interacciones fototérmicas mds usuales en el campo médico son: incisidn/escisién,
ablacién/vaporizacién y hemostasia/coagulacién. La produccién de una u otra dependerd de

la regulacién de los distintos pardmetros del l&ser3?.

* Efecto fotoquimico.

El proceso fotoquimico se desarrolla por la absorcion de la energia radiante por un
croméforo, dando como resultado que se desencadenen reacciones de tipo bioquimico y
celular en el tejido. El croméforo puede ser enddégeno o exdgeno (aportado por el

operador!336:38,

Este efecto se produce con una baja densidad de potencia y una exposicién prolongada al

l&ser. Hay tres fendmenos asociados a este efecto3-47:

1. Bioestimulacién/fotobioestimulacién: es un efecto no quirirgico cuyo objetivo
o finalidad es el restablecimiento de la salud del tejido diana sobre el que
aplicamos el ldser, se genera con muy bajos niveles de energia y actia
estimulando determinadas moléculas presentes en las células y/o tejidos. En

este caso se prefiere la utilizacién de los Low Level Laser (LLL).
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2. Terapia fotodindmica: se inyecta un croméforo concreto en el interior del
tejido diana que actuard como catalizador de la energia que provocard
distintas reacciones tisulares

3. Fluorescencia: este tipo de fenédmeno se produce cuando al incidir el haz
ldser sobre las moléculas o los componentes del tejido (croméforos), éstos
liberan momentdneamente una pequeiia cantidad de energia en forma de
luz. A este proceso se le denomina composicion fotoquimica y es muy

utilizado como herramienta diagnéstica.

* Efecto fotoacustico:

Se puede definir como un efecto fotomecdnico o incluso fotodestructor, se produce cuando
pulsaciones muy breves del ldser provocan numerosas ondas acUsticas dentro del tejido que
elevan la presién y en CGltima instancia producen compresiones y tensiones que llevan a la

disgregacién y destruccién de dicho tejido'5:16,
* Efecto fotoeléctrico:

El efecto fotoeléctrico es imperceptible por el operador y se produce por medio de un
intercambio iénico entre la pieza de mano y la superficie irradiada, no posee importancia

desde el punto de vista clinico’>16,

1.6. BIOESTIMULACION

Se define como la accién que promueve, acelera o hace posible procesos bioquimicos y
celulares que tienen como fin restablecer la salud del 6rgano que estemos tratando. Cuando
este proceso lo realizamos ayuddndonos de un ldser, hablamos de fotobioestimulacién,
definida por la NAALT (North American Association for Laser Therapy) como: “tratamiento de
los tejidos por medio de moléculas especificas (fotoaceptores croméforos) que interactian con
unas longitudes de onda determinadas desencadenando los eventos necesarios para que se
produzca el fenémeno bioestimulante”(North American Associatio Photobiomodulation Therapy

[homepage on the internet]. [Update 2015 sept 18]. Available from: http://www.naalt.org)48.
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A. Mecanismos de accidén:

La fotobioestimuacién, es un efecto fotoquimico no quirdrgico y no térmico (la temperatura en
este tipo de terapia no debe elevarse més de 1°), que se produce por la generaciéon de
reacciones quimicas y biolégicas a nivel celular, que van encaminadas a conseguir una mayor

disponibilidad de energia“?-52,

Esta mayor disposiciéon de energia se consigue con un aumento del ATP generado durante el
proceso de respiracién celular, proceso catabdlico que tiene como resultado la producciéon de

moléculas de ATP y de agua.

Este proceso se desarrolla en varias fases, siendo en la fosforilaciéon oxidativa donde la
accién de la luz ldser va a intervenir, cuando es captada por la NADP-oxidasa y por el
citocromo c, favoreciendo que aumente la transferencia de electrones y en consecuencia una

mayor sintesis de ATP que facilitard la reparaciéon y regeneracién de la célula33-57,

El citocromo-c es activado de manera especifica por los ldseres de diodo, ya que contiene un
grupo ferroprotoporfinico similar al de la hemoglobing; la cual se comporta como un

croméforo ideal para las longitudes de onda deeste tipo de dispositivo8-61,

El otro proceso en el que la fotobioestimulacion se hace patente es en la fase de proliferacién
celular acontecida en los mecanismos de regeneracion celular tras una lesién en el tejido,
debido a un aumento de la produccién de los factores de crecimiento como fibroblast growth
factor (FGF) y vascular endotelial growth factor-A, factor de crecimiento relacionado con la

angiogénesis®2:93,

En relacién con la fotobioestimulacién del tejido éseo, hay estudios que muestran que la
irradiacién con laseres de baja potencia se presenta como coadyuvante en la aceleracién de

la regeneracion ésea49:64-70,
B. Pardmetros clinicos de la fotobioestimulacién

Al igual que para cualquier otra aplicacién, hay una serie de pardmetros que van a influir en

la accién fotobioestimuladora del laser, estos pardmetros pueden ser de dos tipos!' 4157172

- Inherentes y atribuibles al laser”3:
= Longitud de onda’2: determinard la profundidad que va a alcanzar la

energia fotdnica.
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Es mayor conforme vamos acercdndonos al espectro infrarrojo, por lo
que se deberdn elegir dispositivos que emitan entre los 400nm y los
1000nm, como los de He-Ne, Nd:YAG y diodos, que son capaces de
atravesar los tejidos por no tener ninguna absorcion por parte del agua
que suele encontrarse en las capas mads superficiales y si una gran
apetencia por la hemoglobina que es su croméforo diana.

Potencia: el rango terapéutico oscila entre los 200mW vy los 500 mW,
de pico de potencia. Tanto el exceso como el defecto de potencia nos
llevard a no conseguir el efecto deseado”2.

Modo de emision: podemos emitir tanto en modo continuo como en
pulsado, en caso de que se haga de esta Ultima manera es necesario
conocer la energia media suministrada al tejido para no
sobreexponerlo a la irradiacién, para calcularla se multiplica la
potencia pico del ldser (mMW) por la duraciéon del pulso (ns) y la
frecuencia del mismo.

Tiempo de exposiciéon: no suele ser inferior a 1 minuto, aunque
podemos calcularlo multiplicando la densidad de energia (J/cm?2)
tomada como dosis, por el drea irradiada (cm?) y dividiéndolo por la
potencia (W).

Absorcién: cuando se realiza fotobioestimulacién lo que se pretende es
favorecer los fendmenos de absorcidon de la energia, minimizando la
reflexiéon, para ellos la pieza de mano debe posicionarse en un dngulo
de 90° con respecto al tejido y la superficie de éste tiene que estar
totalmente limpia, para que no haya otros croméforos que absorban

parte del haz laser.

- Inherentes al tejido:

o

o

Propiedades épticas de los tejidos.
Reaccién del tejido al estimulo.
Conduccién tisular del calor.
Dispersion del calor.

Respuesta inflamatoria del tejido.
Vascularizaciéon del tejido.

Capacidad de reparacion celular.



Estudio in vitro del efecto bioestimulante del laser de diodo de 940 nm sobre el tejido:
el osteoblasto
Rosa Medina Huertas

2. TEJIDO OSEO: EL OSTEOBLASTO

El tejido 6seo constituye uno de los grandes sistemas del organismo y es el principal
componente del esqueleto humano, consta de un componente celular y una matriz orgdnica
calcificada. Sus funciones son: proteger los érganos vitales, servir de apoyo estructural para
los musculos, tendones y ligamentos, actuar como reservorio de iones, ofrecer un lugar de
apoyo para la hematopoyesis y regular el metabolismo’475. Los huesos que componen el
esqueleto humano difieren en forma y tamafio, pero todos tienen una estructura comun,
compuesta por una corteza de mayor densidad que compone la cortical ésea y una superficie

interna que forma el hueso esponjoso o trabecular’e.
2.1. CELULAS DEL TEJIDO OSEO

Existen tres poblaciones celulares:

- Osteoblastos: responsables de la formacién de tejido.
- Osteocitos: principales células del tejido adulto.

- Osteoclastos: responsables de la reabsorciéon del tejido éseo.

Todas ellas derivan de células madres mesenquimatosas indiferenciadas y pluripotenciales,
que se multiplican y diferencian en las poblaciones anteriores, estas células se organizan en
unidades Sseas multicelulares (Bone Multicelular Units; BMUs)”7-80 cuya funcién principal es
favorecer la remodelaciéon ésea, manteniendo en equilibrio los ciclos de aposicion y

reabsorcién de hueso, de manera que no se altere la integridad del esqueleto humano”4-81,
a) Osteoblastos:

Son las células responsables de la sintesis y secreciéon de la matriz 6seaq, localizdndose en la
superficie activa del hueso82-84, EL cuerpo celular de los osteoblastos es cibico o prismatico del
que parten una seria de prolongaciones citoplasmdaticas. El nicleo, es redondeado con un
nucléolo de gran volumen. En su citoplasma abundan los ribosomas y las mitocondrias, posee
numerosas cisternas de reticulo endoplésmatico rugoso y un aparato de Golgi préximo al

nicleo®3. Estas caracteristicas son propias de las células capaces de segregar proteinas8®.

Al terminar con la fase de formaciéon 6seaq, los osteoblastos pueden quedarse en la superficie

formando un revestimiento éseo o diferenciarse a osteocitos8C.
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En caso de que actuasen como revestimiento, su funcidn es la de formar y secretar las enzimas
que eliminan la capa osteoide que cubre la matriz mineralizada, permitiendo asi que los

ostoclastos se adhieran al hueso y comience el proceso de reabsocién®”.
b) Osteocitos:

Este tipo de células, constituyen casi la totalidad del hueso maduro®0, su funcién principal es
mantener la integridad estructural de la matriz mineralizada. Ademds, colaboran en el
mantenimiento de la homeostasis del calcio en el organismo liberdndolo o depositdndolo.
Estas células expresan moléculas como la proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP-1), el
factor de crecimiento fibrobldstico 23 (FGF-23) o la esclerosina. Dichas moléculas son

importantes para la formacién del hueso y el metabolismo del fosfato80.88,

En cuanto a su morfologia, se caracterizan por ser fusiformes o estrellados con numerosas
prolongaciones que se conectan entre si o bien con células superficiales (osteoblastos), a las
que mandan sefales sobre el estrés mecdnico y lesiones de la matriz y que éstas utilizan, para

coordinar la remodelacién ésea84:8°9,

La muerte por microfisura de los osteocitos, se podria interpretar como el evento principal en

el inicio de la rabsorcién ostocldstica del tejido 6se080:99,

El citoplasma del osteocito contiene los mismos orgdnulos que el de los osteoblastos, pero en
menor nimero, un reticulo endopldsmatico rugoso y aparato de Golgi menos desarrollado que

se disponen alrededor de un nicleo ovalado.

El cuerpo del osteocito se encuentra en unas cavidades de la matriz 6sea llamadas lagunas

osteocitarias, mientras que sus prolongaciones son albergadas por los conductos calcéforos?!.
c) Osteoclastos:

Son células voluminosas y redondeadas, que se caracterizan por tener varios nicleos,

abundantes organelas, mitocondrias, lisosomas, vesiculas y microvellosidades.

Proceden de células madre hematopoyéticas extraesqueléticas, localizadas en la superficie
del hueso que va a reabsorberse. Para llevar a cabo la reabsorcién, los osteoclastos unidos a
la superficie 6sea, segregan enzimas y protones que vuelven dcido el medio y produce la
ruptura del los enlaces entre los cristales de hidroxiapatita y la degeneracion del

coldgeno?293,
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2.2. MATRIZ OSEA

Alberga las células éseas y se compone de una matriz orgdnica impregnada por sales

minerales.

Componentes:

Colageno tipo | en un 90%.

Proteinas no colagénicas, que constituyen el 10% restante, participan en la maduracién
y mineralizacién de la matriz, ademads de regular la actividad de las células éseas”®.
Sales minerales, componente inorgdnico del hueso. La més abundante es el fosfato
cdlcico cristalino, en menor medida encontramos fosfato cdlcico amorfo y otros iones
como magnesio, potasio, citrato, sodio, carbonato, plomo, oro y otros minerales

pesados, depositados en la superficie de los cristales de hidroxiapatita®.

La matriz ésea estd recorrida por unas cavidades llamadas osteoplastos que recogen al

cuerpo celular del osteocito, de ellas parten unos canaliculos que albergan las prolongaciones

del

mismo, estos canaliculos se comunican entre si formando una pared canalicular

anastométicas®,

2.3. ORGANIZACION OSEA MACROSCOPICA

Se pueden encontrar dos tipos de organizacién, 6sea macroscdpica, tejido compacto o cortical

y tejido esponjoso o trabecular:

Tejido compacto o cortical: masa compacta recorrida por los conductos de Havers
(canales longitudinales) y los de Volkmann (canales transversales), conductos por los
que transcurre la inervacién y la irrigacién que posibilita la nutricion del tejido. El
hueso cortical lo encontramos principalmente en el esqueleto apendicular. Resiste
adecuadamente la flexién, torsidn y cizallamiento?5.96,

Tejido esponjoso o trabecular: formado por trabéculas dispuestas de forma irregular,
que se entrecruzan dejando unos espacios por donde discurre la médula 6sea?>:%¢. Se
encuentra principalmente en el esqueleto axial y estd preparado para soportar

fuerzas compresivas y de tensiéon?”.

En todos los huesos, adherida a la superficie, encontramos una capa vascularizada de tejido

conectivo, llamada periostio, que sirve de recubrimiento, ademds de ser el lugar en el que se

van a insertar misculos, tendones y ligamentos®®.

20
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En los huesos distinguimos?é:

- Epifisis: extremos largos.
- Didfisis: tallo o parte media.

- Matdfisis: cartilago que se encuentra entre la didfisis y la epifisis y que permite el

crecimiento de los huesos en la edad temprana.
2.4. FORMACION Y CRECIMIENTO DEL HUESO:

Se diferencian cuatro etapas en la formacién ésea:

1) Diferenciacién de los osteoblastos a partir de las células madre.
2) Secreciéon de la matriz orgdnica por medio de los osteoblastos.
3) Mineralizacién de la matriz.

4) Aparicion de los osteoclastos.

Al fenémeno de formacién y crecimiento del tejido éseo se le denomina osificacién y consiste
en la sustituciéon progresiva de un tejido no 6seo por otro éseo. Hay dos tipos de osificacion

segun sea la naturaleza del tejido no éseo sustituido:

* Endoconjuntiva (directa): las células mesenquimatosas indiferenciadas se transforman
en osteoblastos dentro del tejido conjuntivo y se lleva a cabo la osteogénesis; a
continuacién, alrededor de esta zona de tejido 6seo, se van colocando otras células
mesenquimales que se diferencian en osteoblastos y forman asi una hilera osteoide
(matriz ésea no calcificada)?6.98,

®* Endocondral (indirecta): se produce en el cartilago, que es reemplazado por tejido
6seo seguido de un crecimiento longitudinal del hueso. Es el proceso mds comin en el

desarrollo de los huesos en los vertebrados?899,
2.5. MODELADO Y REMODELADO OSEO

Aunque el esqueleto parece ser un érgano totalmente estdtico, resulta ser muy dindmico ya
que estd sometido a un continuo proceso de desarrollo y crecimiento, que viene determinado
por un constante remodelado, consecuencia de los procesos de aposicién y reabsorciéon éseq,

provocando asi cambios en la geometria y la masa del hueso”479:100,
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El modelado se prolonga hasta la adolescencia, es el responsable del crecimiento longitudinal
del hueso, se realiza por crecimiento endocondral y depende de la actividad osteobldstica y

osteocldstica”’.

La remodelacién es un proceso continuo de reabsorcion y aposicion ésea, con el fin de
reemplazar poblaciones 6seas envejecidas por otras nuevas que procuren la integridad del
hueso. Esta tasa de recambio disminuye con la edad y conlleva: que se liberen minerales en el
momento de la destruccidén ésea (funcidon metabdlica del hueso) y una continua adaptacién del

tejido éseo a las constantes condiciones mecdnicas80.101,

En el proceso de remodelacién los osteoclastos producen la reabsorcién 6sea y los
osteoblastos que se encargan de ocupar los espacios dejados por los anteriores, provocan la

formacién de nuevo hueso84102, Podemos diferenciar varias etapas en el remodelado

6seo’4:103,104,

- Cese de la actividad osteocldstica.

- Desaparicién de los osteoclastos de la zona de reabsorcion.

- Aparicion de los precursores de osteoblastos en la zona.

- Proliferacién de los precursores de los osteoblastos.

- Diferenciacién a osteoblastos maduros, capaces de segregar coldgeno.

- Formacién de la matriz mineralizada.

- Cese de la actividad osteobldastica.

La remodelacion del hueso se inicia cuando los osteoclastos realizan ostedlisis, para ello
segregan minerales que degradan la sustancia osteoide, dando lugar a las lagunas que
posteriormente los osteoblastos reparardn por medio de la osteogénesis, para ello primero

reparan la sustancia osteoide y luego la mineralizan.

Al finalizar este proceso de sintesis de la matriz éseq, los osteoblastos pueden quedar
inactivos o bien ser atrapados en el frente de calcificacion diferencidndose en osteocitos, los
cudles se ocupan de la nutriciéon del hueso y que ademds, pueden realizar actividades de

desmineralizacién.

Los fenémenos de reabsorcion y regeneraciéon ésea se repiten de manera ciclica, estdn
equilibrados y acoplados. No obstante, la remodelacién no es totalmente perfecta ya que al
final del proceso siempre hay un pequefio déficit de masa ésea, como consecuencia de esto se

produce una pérdida paulatina de hueso, que se acentia a partir de los 30 y 40 afios'05:106,
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En los casos de enfermedades como la osteoporosis, el problema principal es que los

osteoblastos no son capaces de llenar el vacio provocado por la reabsorciéon”4107,

Por otro lado, los osteoblastos sufren apoptosis en las zonas de remodelacién, observdndose
en mayor medida en las zonas de reabsorcidn como consecuencia de la actividad

osteocldstica, con un aumento de los niveles de calcio'%8 y fosfato!09.
2.6. REPARACION DEL TEJIDO OSEO

La reparacion del tejido éseo tiene lugar después de un trauma éseo y se produce en tres

fases diferenciadas:

a. Fase de inflamacién: en la zona aofectada se produce un hematoma que es
reabsorbido por los macréfagos. De manera simultdnea migran a la herida todas las
células involucradas en el proceso inflamatorio (linfocitos, granulocitos y monocitos) y
células pluripotenciales que producen un exudado con un alto contenido en citoquinas y
mediadores inflamatorios que hacen que acudan mas células inflamatorias y factores
de crecimiento a la zona dafiada''9, dichas células migrardn, proliferard y se
diferenciardn segin el estimulo recibido en células endoteliales, fibroblastos,
condroblastos y osteoblastos que se encargardn de la producciéon de nuevos vasos y
de tejido conectivo que sustituya al codgulo formado como consecuencia de la
hemorragia posterior al trauma. Por Ultimo los macréfagos digerirdn los productos de
desecho'!.

b. Fase de reparacion inicial: se producen puentes de tejido dseo inmaduro, sin
orientacién definida, cuya funcién es unir los extremos del hueso fracturado (callo de
fractura).

c. Remodelacién: el tejido éseo inmaduro se sustituye por un tejido laminar que se orienta

segun las lineas de fuerza que actian en la zona''1.112,

Ademds, en el hueso también se dan microfracturas a nivel trabecular, las cuales no modifican
la estructura externa del hueso y suelen causarse por fatiga mecdnica de la zona. El proceso
de reparacién se hace a través de microcallos de fractura que se originan igual que los

descritos anteriormente! !,
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3. OSTEOBLASTO

El osteoblasto es la célula responsable de la formacién del tejido éseo, se origina a partir de
células mesenquimales primitivas. La induccidon del proceso de diferenciaciéon de estas células
en osteoblastos no se conoce bien, aunque se ha demostrado que algunos factores de tipo
hormonal y de crecimiento, los glucocorticoides y algunas citoquinas, actéan como reguladoras

de la diferenciacién temprana en algunas lineas celulares”?:106,113,
3.1. DIFERENCIACION

La diferenciaciéon hace referencia a la especializaciéon de la estructura y funcién celular, y al

parecer es un proceso progresivo e irreversible!4.

La secuencia del desarrollo del osteoblasto se divide en varias fases: proliferacién, sintesis de
la matriz ésea también llamado maduracién y mineralizacién'3116, A su vez, las células
osteobldsticas se dividen en una sucesidén lineal que comprende osteoprogenitoras a

preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos.

Las células osteoprogenitoras o células madre, son células indiferenciadas de morfologia
fibrobldstica. En el proceso de formacién éseaq, sufren una divisién y diferenciaciéon a células
formadoras de hueso. En reposo son capaces de transformarse en osteoblastos y secretar
matriz ésea. Se localizan en las superficies internas y externas de los huesos (células
endodsticas y peridsticas) y se pueden dividir y proliferar, y se diferencian ademds de en
osteoblastos, como se ha mencionado anteriormente, en: adipocitos''”, condroblastos y

fibroblastos!18,

Los preosteoblastos son células con aspecto fibrobldstico, derivan de células madres
estromales, se sitban cercanas a la superficie éseq, pero separadas de ésta por otras células

como las del endostio®®. Su funcién, es asegurar la proliferacién del linaje osteobldstico.

Los osteoblastos son células fusiformes con un citoplasma baséfilo y con abundantes isoenzimas
especificas de la fosfatasa alcalina (AP). Se suele considerar que son incapaces de dividirse,

aunque hay datos que afirman que conservan en parte su capacidad proliferativagé.

Los que son totalmente maduros, se encuentran en contacto con la superficie ésea, formando
una sola capa con capacidadde sintetizar la matriz mineralizada, controlar el depésito de
sales minerales, formar el componente orgdnico de la matriz éseq, sintetizar coldgeno tipo |

(COL-l), osteonectina, osteopontina, osteopontina, AP, factores de crecimiento, el ligando del
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receptor kB (RANKL) necesario para la diferenciacion de los osteoclastos y el receptor de la
hormona paratiroidea (PTH). La expresiéon de estas moléculas depende de los distintos grados

de maduracién y desarrollo de los osteoblastos”8:80.88,119,

Son tres los estados funcionales por los que pasan los osteoblastos, tanto in vivo comoin vitro.

Estos estados son120:121;

* Proliferacién celular y sintesis del componente orgdnico de la matriz mineralizada.
®* Maduracién de la matriz ésea.

* Depésito mineral.

Los osteoblastos pueden quedarse en superficie, en este caso, terminan con la sintesis de la
matriz y al finalizar, se aplanan y funcionan como células de revestimiento (lining cell). Estas
células producen interleuquinas (IL) como la IL-6 y IL-11 que influyen en el remodelado 6seo83.
La otra opcidn, es que los osteoblastos se queden en el espesor de la matriz, en este caso se

diferenciardn en osteocitos!20,

En conclusién, cuando el osteoblasto ha finalizado la formacién de hueso y no hay necesidad
de sintetizar mds matriz mineralizada, se inactiva y puede quedar como célula de

revestimiento en la superficie 6sea o como osteocito, dentro del frente de calcificacién®0.
3.2. IDENTIFICACION

Clasicamente, la identificaciéon del osteoblasto se ha hecho en funcién de su localizacién en el
hueso, aunque actualmente, se realiza en funcién de cuatro pardmetros diferentes:

morfoldgicos, bioquimicos, antigénicos y genéticos.
a. Pardmetros morfoldgicos

El osteoblasto se caracteriza por tener una forma clObica o prismdtica. Contiene un nicleo
redondeado con un solo nucléolo muy desarrollado, que se sitda en el extremo de la célula
mas distante de la superficie ésea. El citoplasma contiene numerosos ribosomas y mitocondrias,
lo que indica que tienen un metabolismo muy activo. Ademds, entre el nicleo y la membrana
celular, se sitGan el aparato de Golgi y las cisternas del reticulo endoplasmético rugoso8é.

Podemos encontrar también en el citoplasma, vacuolas de contenido amorfo y lisosomas!?2.

Los osteoblastos, por su funcién formadora de hueso, se sitdan en el frente de avance del
hueso, disponiéndose en una capa epiteloide de células cuboideas conectadas entre si, por

medio de expansiones finas y cortas.
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b. Identificacién bioquimica

Bioquimicamente, los osteoblastos se caracterizan por la secrecion de proteinas como

osteopontina, osteocalcina, COL-1y AP.

Sintesis de osteopontina: la osteopontina es una glicoproteina hidrofilica y fosforilada,

compuesta por 314 aminodcidos aproximadamente. El 20% de su peso concierne al dcido
sidlico. La producen varios tipos celulares, entre los que se encuentra el osteoblasto,
estimulado por la 1-0-1,25-dihidroxivitamina D. La osteopontina se une a la hidroxiapatita y
a las células, favoreciendo la reabsorcion ésea, mediante la fijacidon de los osteoclastos a la

superficie de la fase mineral23,

Esta molécula se expresa en zonas donde hay inflamacién y se liga a muiltiples receptores de

la superficie celular como integrinas y el CD44.

Su principal funcién es proinflamatoria; igualmente tiene funciones quimiotdcticas, inductoras
de proliferacion de células B, de colaboraciéon en la produccién de anticuerpos y aumentando
la supervivencia de las células inflamatorias. Ademds, también tiene funciones reparadoras,
que actian en la regeneracién de los tejidos y antiinflamatorias, inhibiendo la produccién de

I3

6xido nitrico.

Sintesis de osteocalcina: Es una proteina morfogenética sintetizada por los osteoblastos, que

representa un porcentaje muy bajo de las proteinas no colagénicas de la matriz extracelular,

y se encuentra en el hueso!?4,

Su sintesis, indica que nos encontramos en la fase intermedia de la diferenciacion del

osteoblasto y ayuda en la mineralizacién inhibiendo la formacién de cartilago'2>.

Sintesis de AP: La AP es un enzima hidrolitica o hidrolasa que se encarga de eliminar los
grupos fosfatos de las moléculas. Suele estar elevada en los tejidos mineralizados, por lo que
el hueso resulta ser una de las principales fuentes de AP, la cual se expresa en la membrana
citoplasmatica de los osteoblastos, para posteriormente ser secretada al exterior. Por ello

esta enzima tiene la propiedad de crear fosfato orgdnico extracelular!?4,

Los niveles de AP estdn relacionados con la actividad osteobldstica y osteolitica y su grado de
expresioén se relaciona con el grado de maduracién del tejido'%%. Para localizarla tanto en

poblaciones de osteoblastos como de preosteoblastos, se utilizan técnicas citoquimicas'?6.
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Sintesis y secrecién de coldgeno: el COL-1,es una proteina que se sintetiza en las Gltimas fases

de la proliferaciéon y las primeras de la maduraciéon de la matriz 6sea, por medio de los
osteoblastos'21:127, Es el mayor componente proteico del hueso. También, se observa en altas
concentraciones en otros tejidos como piel, tendones, ligamentos, esclerética, dentina vy

aponeurosis.

Morfolégicay estructuralmente, el COL-1 es una molécula triple helicoidal compuesta por dos

cadenas polipeptidicas, a-1 y a-2124,
c. Indentificacién antigénica

El perfil antigénico del osteoblastos se caracteriza en ser un perfil en el que se combinan
diferentes antigenos que son coexpresados por otras células que tienen su origen en la médula

osea.

Entre los antigenos expresados en células hematopoyéticas, es resefiable la expresién de
CD34, su expresiéon es variable segin la linea celular y el anticuerpo monoclonal (Abmo)
utilizado. Detectdndose solo con un Abmo que es un “pool” frente a distintos epitopos de
CD34 y no detectdndose el CD54, antigeno propio del linaje leucocitico. Con relacién a los
antigenos de células B, los osteoblastos son positivos para los antigenos CD20 y CD23 y
negativos para el CD19. En el osteoblasto, se pueden indentificar marcadores para la linea
celular mielomonocitica como el CD11b, CD13 y CD16; sin embargo, no identificaremos los
antigenos CD14, CD15, CD33 y CD68. También se muestra expresidén positiva para células
presentadoras de antigenos como CD44, CD54, CD80, CD86 y HLA-DR, para el marcador de
células Natural Killer (NK), CD56 y una serie de antigenos cuya expresién no es especifica de
ninguna poblacién celular como CD10, CD25, CD38 y CD69. Por dltimo, cabe sefialar la

expresion positiva del antigeno de las células foliculares dendriticas (FCD y DRC-1)128-131,

Los marcadores descritos anteriormente, no se expresan siempre en el 100% de la poblacién
analizada, de tal manera que los antigenos CD10, CD13, CD44 y el de células dendriticas, se
expresan en el 100% de los osteoblastos y no sufren cambios al tratarlos con citoquinas y/o
factores de crecimiento. Por otro parte, CD54, CD80, CD86 y HLA-DR se expresan en parte

de la poblacién, y la expresién se ve modificada en respuesta a distintos tratamientos!30-131,

Los antigenos de membrana CD10, CD13, CD44, CD54, CD80, CD86 y HLA-DR, han sido

descritos en:
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* Osteoblastos humanos en cultivos primarios aislados a partir de muestras de tejido
bse0 130,131
* Osteoblastos presentes en cortes de hueso humano'34.

* Osteoblastos transformados, como en el caso de los obtenidos a partir de la linea

MG63135,

Esto, unido a la modulacién del perfil antigénico producida por la accién de distintos
tratamientos, tanto de los osteoblastos humanos en cultivo, como de los de la linea MG63,
ha llevado a algunos autores a sugerir que el osteoblasto posee dos clases de antigenos:

unos constitutivos y otros modulables’32133,136,
d. Identificacién genética

Ademds de los genes expresados en fibroblastos y condrocitos, los ostoblastos poseen dos

genes transcriptores especificos que son!03:137;

®* La osteocalcina: inhibidora de la funcién osteobldstica y expresada por los
osteoblastos totalmente diferenciados.

* El factor de trancripcidon Cbfal: éste factor, es importante en la diferenciacién
osteobldstica, de lo que se deduce que desempefia un papel preponderante en la
regeneracion ésea e induce un ambiente embrionario adecuado en los tejidos
dafados, por lo que el Cbfa 1 relne todas las propiedades necesarias como
factor de diferenciacion de los osteoblastos. Durante el desarrollo embrionario el
Cbfa 1, se expresa antes de la diferenciacion de los osteoblastos y en células
mesenquimales que se convertirdn en osteoblastos o en condrocitos'38. Se considera
el marcador mds temprano y especifico de la osteogénesis? e induce la expresién
de gen especifico de osteoblastos en fibroblastos y mioblastos. La regulacién de la
expresion del Cbfa 1 depende de distintos factores como las proteinas

morfogenéticas 6seas (BMPs)'380 el propio gen82.
3.3. FUNCIONES DEL OSTEOBLASTO

Aunque la funcién principal del osteoblasto es sintetizar los componentes de la matriz 6sea y

controlar la actividad osteocldstica, posee asociadas otras funciones como:

28



Estudio in vitro del efecto bioestimulante del laser de diodo de 940 nm sobre el tejido:
el osteoblasto
Rosa Medina Huertas

*  Funcién inmunolégica: sintetizando citoquinas, estimulando y/o presentando antigenos
a los linfocitos T y fagocitando distintas sustancias de diferente naturaleza y
tamafio!3%:140,

® Secrecién de citoquinas proinflamatorias como: IL-1, IL-6, IL-8,IL-12, 1I-18, factor de
necrosis tumoral (TNF-a), factor estimulante de colonias de granulocitos y mastocitos
(GM-CS/FM), quimioquinas como la proteina quimiotdctica de monocitos tipo 1 (MCP-
1) y la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)141-143,

* Secrecién de factores de crecimiento como el TGF31, que puede actuar como factor
inflamatorio31.144,

* Expresiéon positiva a nivel intracitoplasmdtico para citoquinas expresadas y/o
sintetizadas por células presentadoras de antigéno como IL-4, IL-12, IL-15, IL-18 o
Interferéon ganma (IFNy). La expresion, estd modulada por factores de crecimiento

como FGF, TGFB1 y PDGF o por citoquinas como IL-1 y IFNy 145,

* Expresion de receptores para distintas citoquinas. Estos receptores hacen posible la
respuesta necesaria para la secreciéon de otras citoquinas y factores de crecimiento

sintetizados por el osteoblasto!39:146,147,

La expresidén de antigenos propios de células inmunocompetentes, se ha documentado tanto en
osteoblastos humanos en cultivo como en osteoblastos en cortes de tejido éseo intacto!?
131,134,148-151 | g presencia de estos marcadores de superficie en el osteoblasto, sugiere que
estas células son capaces de actuar como presentadoras de antigenos'3? y que interaccionan

de manera bidireccional con los linfocitos T149,

Con respecto a la capacidad fagocitica del osteoblasto, hay estudios realizados in vitro con
células de origen humano y de rata, que han ratificado dicha capacidad, al confirmar la
incorporacion al citoplasma celular de distintas particulas diana, de pequefio tamaiio (1-3um),
tales como polimeros sintéticos y particulas de desecho de material protésico de distinta
composicién'33-155, Estudios posteriores demostraron que los osteoblastos también son capaces
de fagocitar material sintético no degradable, como las bolitas de latex y microorganismos

como Candida albicans, Escherichia coli y Klebsiella'>2.

Las particulas fagocitadas se almacenan en el citoplasma de la célula y en algunos casos,
como en el de las particulas de material protésico, se incuban durante periodos largos de
tiempo provocando la apoptosis o necrosis celular'33154, En el caso de que las particulas

fagocitadas sean microorganismos, no se observan signos de deterioro en el osteoblasto,
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aunque si cambios a nivel de la membrana, que se vuelve irregular y con miltiples extensiones

citoplasmdticas, ademds, se observa un aumento de lisosomas e inclusiones granulares's2,

Estudios como los de Heineman y col.'55, mostraron que los osteoblastos incubados durante
largo tiempo después de fagocitar las particulas diana expresaban el factor CD68, marcador
propio de los macréfagos. La expresion de este marcador dependia del periodo de
incubacién y no de la naturaleza de la particula, por lo que se podria pensar que el

osteoblasto tiene un fenotipo mixto en relacién con el macréfago.

Otras investigaciones han sugerido que durante la diferenciacién osteobldstica, una
subpoblacién celular podria desarrollar funciones inmunes como la fagocitosis o la activacién
de las células T. De tal manera, que cuando los osteoblastos se encuentran en contacto con
microorganismos y materiales protésicos, desencadenan funciones inmunolégicas para
suprimirlos. Esta actividad podria dar lugar a cambios morfolégicos, antigénicos y bioquimicos
y podria ser importante en procesos inflamatorios en los que se liberen citoquinas, que
actuarian como reguladoras y estimuladoras del fenotipo antigénico del osteoblasto y en
consecuencia de su funcién inmunolégica como célula presentadora de antigenos y/o célula
con capacidad fagocitica. Esto podria dar lugar a una interrupcién parcial del proceso de
diferenciaciéon y maduracién de la formacién ésea. Este proceso se propone por Ruiz y col.'52

como un mecanismo de emergencia y no como un proceso fisiolégico.

Esta propuesta estd avalada por varios estudios como los de Schrum y col.’94157, en los que se
exponian osteoblastos murinos y humanos a patégenos como Salmonella y Staphilococcus
aureus. Tras la exposicién a dichos microorganismos, los autores observan un aumento de la
expresion de moléculas de clase Il (HLA-DR) y de la molécula coestimulante CD40. Estas dos
moléculas estdn muy relacionadas con la activacién de los linfocitos T y su expresidn es propia

de macréfagos y células dendriticas, dos células presentadoras de antigenos.

Ademds, los osteoblastos en cultivo expuestos a estos microorganismos, liberan citoquinas
proinflamatorias y mediadores de la inflamacién que ayudarian a movilizar macréfagos,

neutréfilos y linfocitos T al tejido éseo!41.158/159,

Los resultados de todos estos estudios apuntarian a que los osteoblastos desempeias un papel
importante en la activacién de los linfocitos T en aquellas zonas en las que existe una infeccién
6seq, por lo que parece claro que los osteoblastos desempefian un papel importante en el

comienzo de la respuesta inmune del huésped en procesos en los que existe una infeccién
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bacteriana del hueso'54157, Si bien, en circunstancias normales, el osteoblasto desempefiaria

su funcién clésica de formacién y regeneracion del tejido éseo.
4. UTILIDAD CLIiNICA DEL LASER

Actualmente, uno de los ldseres mds usados en clinica por su facilidad de uso y su versatilidad
son los diodos. Estos Idseres pertenecen como se ha resefiado anteriormente al grupo de alta
potencia, aunque la imposibilidad de interaccionar con el tejido duro, ha hecho que su uso se
centre principalmente en la cirugia y tratamiento de tejidos blandos, terapia fotodindmica y
fotobioestimulacién, ya que bien utilizado no provoca dafio térmico en el tejido, a la vez que

produce efectos analgésicos y antiinflamatorios de la zona irradiada”3:160-162,

Son muchas las utilidades clinicas que poseen estos dispositivos Idser en el dmbito de la clinica
odontolégica, como por ejemplo: tratamiento de las lesiones orales provocadas por el virus
herpes simple tipo 193, liquen plano'¢4, granulomatosis orofaciales'®5, mucositis'¢4167,

parestesias'¢8, pardlisis faciales'?, control de la hiperestesia dentinarial70-172,

Por su capacidad bactericida y viricida, son efectivos en los tratamientos endodénticos'”73.174 y
no quirdrgicos periodontales, disminuyendo el recuento bacteriano y favoreciendo una mayor

tasa de éxito en la limpieza de los conductos pulpares y bolsas periodontales!”>.

La incorporacién en la periodoncia es de suma importancia ya que la periodontitis es una
enfermedad que cursa con la pérdida tanto de tejido blando como de tejido duro, lo que
provoca en los pacientes graves alteraciones estéticas y funcionales consecuencia de la
pérdida de piezas dentales. Es por esto, por lo que se estd avanzando en el uso del laser
como coadyuvante en la regeneracidén de los tejidos, actuando sobre el fibroblasto, célula
responsable de la formacién del tejido blando y la cicatrizacién!7:3149.65,176 y e| osteoblasto

responsable de la formacién y regeneracién ésea'”7-180,

En referencia al osteoblasto, encontramos varios trabajos de investigacién tanto in vivo'8!
como in vitro, que muestran que la fotobioestimulacién con ldser de baja potencia, favorece el
crecimiento celular después de la irradiacién, sugiriéndose como mecanismo de accién el
aumento de varios factores de crecimiento (TGF- 3 yIGF-1)182 a consecuencia del tratamiento.
Ademds, se ha descrito que el ldser posee propiedades osteogénicas, aumentando la
capacidad proliferativa del osteoblasto46667,70,183,184 incrementando los depédsitos de

calcio'® y modulando la actividad de la ciclo-oxigenasa 2186,
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La necesidad de regeneracién de los tejidos, junto con la bisqueda de nuevas terapias menos
invasivas y mds confortables para el paciente, hacen del ldser una herramienta de gran
utilidad en la clinica que puede ser aplicada de manera individual o en combinacién con otras
terapias como el dcido hialurénico’87:188, el plasma rico en plaquetas'88190,  sustitutivos

6seos'?! y uso de células madre®5:192,
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De un tiempo a esta parte, el ldser se ha introducido como herramienta Util en muchas
disciplinas médicas. Mientras que en el campo de la éptica su incorporacion fue muy
temprana, en el caso de la odontologia ha sido mds tardia. En un principio, su uso en el
dmbito odontolégico fue principalmente quirdrgico, pero con el desarrollo de nuevos léseres,
sus aplicaciones se han ido ampliando gradualmente, siendo sin duda, la fotobioestimulacién o
fotobiomodulacién, una de las aplicaciones que mds importancia estd cobrando a nivel clinico

y de investigacion.

A tenor de esto, se ha referenciado anteriormente una serie de estudios que muestran que los
ldseres de baja potencia producen un efecto fotobioestimulatorio sobre distintas poblaciones

celulares.

Son escasos y contradictorios los estudios que han analizado la utilidad del laser de diodo de
baja energia en la regeneracién del tejido éseo; no encontrdndose evidencias claras sobre los
pardmetros dosimétricos, las consecuencias celulares y moleculares del tratamiento con el
ldser. Por todo ellos consideramos de interés profundizar sobre la accién bioestimulante del

ldser de diodo de baja energia y su mecanismo de accién sobre el osteoblasto.

De tal manera que los resultados obtenidos fundamentardn la utilidad clinica del laser en el
tratamiento de las lesiones 6seas, acotando los pardmetros 6ptimos para que se produzca

bioestimulaciéon ésea en aquellas situaciones clinicas que asi lo requieran.
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El ladser de diodo de baja energia posee un efecto fotobioestimulatorio sobre el osteoblasto,
el cual se traduce en un incremento del crecimiento, estimulacién de la diferenciaciéon celular y
modulacién el perfil antigénico y la capacidad fagocitica. Esos cambios son consecuencia de

un aumento de la expresién génica de los marcadores de diferenciaciéon y de los factores de

crecimiento (proteinas morfogenéticas y TGF[3 y sus receptores) del osteoblasto.
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Para dar respuesta a nuestra hipétesis de trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto bioestimulante del ldser de diodo de 940 nm sobre osteoblastos humanos

en cultivo, utilizando la linea MG63 como modelo de osteoblasto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto del ldser de diodo sobre la proliferacién del osteoblasto,
determindndose mediante screening las dosis optima de tratamiento.

2. Identificar el efecto del tratamiento del ldser de diodo sobre distintos pardmetros
celulares del osteoblasto: diferenciacion, expresion antigénica y capacidad fagocitica.

3. Determinar la modulacién que ejerce el ldser de diodo de baja energia sobre la
expresion génica de diferentes marcadores de diferenciaciéon del osteoblasto tales
como: coldgeno tipo 1, osteocalcing, fosfatasa alcalina, osterix, y RUNX-2.

4. ldentificar el mecanismo de accién por el cual se produce el efecto bioestimulante del
ldser de baja energia, mediante el estudio de la expresiéon génica de los marcadores
principalmente implicados en el proceso de reparaciéon ésea (BMP-2, BMP-7 y TGF-

B1); asi como los receptores del TGF- (TGFB3-R1, TGFB-R2, TGF[3-R3).
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OBJETIVO 1

Determinar el efecto del ldser de diodo sobre la proliferacion del osteoblasto,

determindndose mediante screening las dosis optima de tratamiento.
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Abstract

Laser is a simple, noninvasive technique that has proven useful for treating damaged tissue. However, its effects on bone
regeneration and the mechanisms involved are poorly understood. The objective of this study was to evaluate the effects on
MG-63 cell proliferation of application of a pulsed diode laser (Ezlase) of 940 nm at low energy levels. After 24 hr of culture,
osteoblasts underwent pulsed laser radiation at 0.5, I, 1.5, and 2 W and fluences of 1-5 J. A control group was not irradiated.
After the treatment, cells were incubated for 24 hr, and cell proliferation was analyzed using a spectrophotometric measure
of cell respiration (MTT assay). Results were expressed as percentage proliferation versus controls. At 24-hr culture, cell
proliferation was increased in laser-treated cells at intensities of 0.5, |, and 1.5 Wiem? versus controls; the energy density was
positively correlated with cell growth, which reached a peak at 3 ] and decreased at higher fluences. The use of pulsed low-level
laser with low-energy density range thus appears to exert a biostimulatory effect on bone tissue. Although the data on cell
proliferation are robust, in-depth investigation is required into the effect of these irradiation doses on other cell parameters. The
present findings demonstrate that laser therapy could be highly useful in tissue regeneration in different clinical settings, including

nursing, physical therapy, dentistry, and traumatology.

Keywords
diode laser, osteoblasts, cell proliferation, cell growth, bone

Over the past few years, laser has proved to be a simple and
noninvasive technique highly useful in different fields of
medicine, including dentistry and orthopedics (Cobb, 2006).
Among the various types of laser employed for clinical pur-
poses, diode laser is one of the most widely used. High- and
low-energy lasers serve different clinical purposes (Pearson
& Schuckert, 2003). High-energy laser has a thermal effect and
can be used to cut, coagulate, and vaporize, making it useful for
surgical and antibacterial applications. Low-energy laser has
no thermal effect, but clinicians make wide use of its biostimu-
latory effects to aid in the healing and regeneration of tissue in
implantology and periodontics (Bouvet-Gerbettaz, Merigo,
Rocca, Carle, & Rochet, 2009). Low-level laser therapy
(LLLT) also has anti-inflammatory (De Paula Eduardo et al.,
2010; Pejcic, Kojovic, Kesic, & Obradovic, 2010) and analge-
sic effects (De Paula Eduardo et al., 2010).

Some researchers have also suggested that LLLT has a
stimulatory effect on bone regeneration. Bone is a highly com-
plex tissue formed by organic matrix and specific bone cells.
Osteoblasts are functionally the most important cells in bone
and are characterized by their localization in bone, ability to
form mineralized matrix, and capacity to synthesize bone

proteins. They play a fundamental role in bone formation and
repair, processes regulated by various growth and/or hormone
factors (Bostrom, Yang, & Koutras, 2000). Bone tissue can
be compromised by trauma or fracture or by the application
of orthopedic material as a repair technique. The main clinical
objective in these situations is to allow the regenerative process
of the bone by rapid formation of the bone callus with osseoin-
tegration of prosthetic materials. Osteoblasts are the bone cells
involved in the formation and regeneration of this tissue
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(Robling, Castillo, & Thurner, 2006), and strategies to favor
their growth, such as LLLT, are of major clinical relevance.

The biostimulatory effect of LLLT on osteoblasts is a
controversial issue, with some authors reporting a favorable
effect on bone regeneration (Ozawa, Shimizu, Kariya, & Abiko,
1998) and others observing no significant impact (Coombe et al.,
2001). Jakse et al. (2007) observed no effect of LLLT on the
regenerative capacity of bone but did detect a positive impact
on dental implant osseointegration. In in vitro tests, Stein et al.
(2008) observed that the proliferation and differentiation of
osteoblast-like cells (SaOs-2) were positively affected by laser
irradiation at doses of 1 or 2 J/em?, using a diode laser with a
670-nm wave length and output power of 400 nW.

Although it seems clear that LLLT contributes to creating
environmental conditions that accelerate healing of bone frac-
tures and defects (Howard & Sturtevant, 1998), researchers do
not yet fully understand the mechanism of induction. The
objective of the present study was to evaluate the effects of
pulsed laser irradiation on human osteoblast growth using a
940-nm diode laser at 0.5-2 W energy and intensities of 1-5
J. We used the human MG-63 osteosarcoma cell line, which
is frequently used as an in vitro model to study the effects of
treatments on human osteoblasts (Diaz-Rodriguez, Garcia-
Martinez, Arroyo-Morales, Rubio Ruiz, & Ruiz, 2010).

Materials and Methods
Cell Culture

We purchased the human MG-63 osteosarcoma cell line from
American Type Cultures Collection (ATCC, Manassas, VA)
and maintained it in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM,; Invitrogen Gibco Cell Culture Products, Carlsbad,
CA) with 100 IU/ml penicillin (Lab Roger SA, Barcelona,
Spain), 50 pg/ml gentamicin (Braum Medical SA, Jaen, Spain),
2.5 pg/ml amphotericin B (Sigma, St. Louis, MO), 1% gluta-
mine (Sigma), and 2% HEPES [(4-(2-hydroxyethyl)-1-pipera-
zineethanesulfonic acid)] (Sigma), supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS; Gibco, Paisley, UK). Cultures were
kept at 37°C in a humidified atmosphere of 95% air and 5%
CO,. Cells were detached from the culture flasks with a solu-
tion of 0.05% trypsin (Sigma) and 0.02% ethylene diamine tet-
raacetic acid (Sigma) and then washed and suspended in
complete culture medium with 10% FBS (Diaz-Rodriguez,
Garcia-Martinez, Arroyo-Morales, & Ruiz, 2012). We then
divided the cells into two groups, treating one with the laser
irradiation technique and using the other as a control.

Laser Irradiation

We used a gallium—aluminum-arsenide diode laser (ezLase™,
Biolase Technology, Inc., Irvine, CA), which operates in the
near infrared spectrum at a wavelength of 940 nm, has a power
output of 70 mW, and a spot diameter of 400 um. Cells were
seeded in 24-well plates at an adequate distance from each
other to avoid overlapping or scattered irradiation. After 24
hr, we pulse-irradiated the cultures at doses of 1, 2, 3,4, or 5

J and intensities of 0.5, 1, 1.5, or 2 W/cm?, with the probe tip
held at a distance of 1 cm from the cell layer. The plates were
not covered during the irradiation procedure that was
performed at room temperature.

Cell Proliferation Assay

After laser treatment, we incubated cells for 24 hr and measured
cell proliferation by MTT [3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide] assay. We replaced the
media with DMEM without phenol red, containing 0.5 mg/ml
MTT (Sigma), and incubated the cells for 4 hr. Cellular reduc-
tion of the MTT tetrazolium ring resulted in the formation of a
dark purple water-insoluble deposit of formazan crystals. After
incubation, we aspirated the medium and added dimethyl sulfox-
ide to dissolve the formazan crystals. We measured absorbance
at 570 nm with a spectrophotometer (Sunrise™, Tecan, Manne-
dorf, Switzerland). Results were expressed as the percentage of
cell proliferation with respect to the control group and were cal-
culated according to the following formula:

Percentage proliferation = (treatedgroupOD570/control group OD570) x 100.

We conducted at least three experiments for each treatment and
used the mean value in the analysis.

Statistical Analysis

We used Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v
15.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL) for the statistical anal-
ysis. Data were reported as mean + standard deviation. We
performed a two-way repeated measures analysis of variance
(ANOVA) to examine the effects on proliferation, considering
intensities (0.5, 1, 1.5, and 2 W/cm2), doses (1,2, 3,4,and 5J),
and the interaction between these two factors. We evaluated
differences between means using the Games-Howell test. We
considered differences between experimental groups to be sta-
tistically significant at p <.05.

Results

Figures 1-3 illustrate the increase in cell proliferation in MG63
cells cultured for 24 hr after irradiation by diode laser at inten-
sities 0f 0.5, 1, and 1.5 W/cm? with fluences of 1-5 J relative to
the control culture, which was not irradiated. We observed
increased proliferation at intensities of 0.5, 1, and 1.5 W/em?
and fluencies of 2-5 J. In all cases, we observed a positive cor-
relation between energy density and cell growth, with peak cell
growth occurring at 3 J of fluence. Irradiation with the diode
laser set at an intensity of 1.5 W/ecm? and a fluence of 3 J
produced the greatest effect on cell proliferation (p < .001),
with an increase of >30% compared to the control culture. Irra-
diation at the same intensity and fluences of 4 and 5 J produced
similar increases in cell growth (p < .001). While irradiation
with the diode laser at an intensity of 2 W/ecm? increased cell
proliferation versus control at all fluencies after 24 hr of
culture, the difference was not significant.
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Figure I. Effects of the 0.5 W/cm? laser irradiation at doses of 1-5
on the proliferation of the MG63 cells relative to the control culture
after 24 hr of incubation. Data were expressed as M + SD. *p =.002,
**p = .007, and ¥*p = .0001 versus the control culture.
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Figure 2. Effects of the | W/cm? laser irradiation at doses of 1-5
on the proliferation of the MG63 cells relative to the control culture
after 24 hr of incubation. Data were expressed as M + SD. *p =.002,
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p =.0001.
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Figure 3. Effects of the 1.5 W/cm? laser irradiation at doses of 1-5] on
the proliferation of the MG63 cells relative to the control culture after 24
hr of incubation. Data were expressedas M + SD.*p =.002,*p = .0001.
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Energy and fluence were both clearly significant in a factor-
ial model that included the effect of both variables together on
cell proliferation (Figure 4). The R? value was .362, indicating
that power and fluence jointly explained 36.2% of the variabil-
ity of proliferation.

There was no interaction between power and fluence (p =
.914), which indicates that the differences in proliferation
between the different energy levels is the same at different flu-
ence levels (Table 1). After applying the Games-Howell test
and conducting multiple comparisons between different energy
levels, we determine that irradiation with a diode laser at 1.5
W/cm? exerts a greater effect on bone cell proliferation than the
other modalities studied (p < .0001).

Discussion

The effect of LLLT on bone regeneration has recently become a
focus of research. Although there have been encouraging
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Figure 4. Percentage increase in MG-63 cell proliferation (by flow
cytometry) after irradiation with 0.5, I, 1.5, and 2 W/em? diode laser
at I, 2, 3, 4, and 5 J, relative to the control culture.

findings in both in vivo and in vitro studies, the effect of LLLT
on bone healing remains controversial (Bouvet-Gerbettaz et al.,
2009). Data in the literature confirm that LLLT can stimulate the
osseointegration of biomaterials and enhance the growth and
functional recovery of bone. However, differences in experimen-
tal model and execution between studies make comparison of the
results difficult and could explain the controversy.

In the present study, we observed a significant increase in
cell proliferation after irradiation of the bone cell culture by
laser at energy levels of 0.5, 1, and 1.5 W, with a positive
correlation between the fluence applied and the percentage
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Table 1. Analysis of Variance for Cell Proliferation After Irradiation With Diode Laser.

Source Sum of squares Degrees of freedom Mean square F statistic p Value
Corrected model 9336.976 19 491.420 5.750 .000
Intercept 2083260.628 | 2083260.628 24375.973 .000
Energy 5530.744 3 1843.581 21.572 .000
Fluence 3297.794 4 824.448 9.647 .000
Energy x Fluence 508.438 12 42.370 496 914
Error 11964.917 140 85.464

Total 2104562.520 160

Corrected total 21301.893 159

R? = 438 (corrected R? = .362).

increase in growth versus the control culture, which was not
irradiated. We observed a peak in cell proliferation at a fluence
of 3 J. Our results are in agreement with those of previous
researchers, such as Ozawa, Shimizu, Kariya, and Abiko
(1998), who found that a low-level laser applied at 0.5-3 J/
cm? doses for three consecutive days had a positive effect on
bone cell proliferation. They concluded that laser has a benefi-
cial effect on bone cell growth after a number of applications
but not after only a single application using the same para-
meters. Bouvet-Gerbettaz, Merigo, Rocca, Carle, and Rochet
(2009) obtained similar results. In the present study, however,
we found a significant increase in proliferation in cells cultured
for 24 hr after a single application of pulsed laser.

Previous researchers have also evaluated LLLT’s effect on
the proliferative capacity and properties of osteoblasts. Khadra,
Lyngstadaas, Haanaes, and Mustafa (2005) reported that attach-
ment, proliferation, and differentiation of human mandibular
bone-derived cells cultured on titanium implant material were
enhanced after 48 and 72 hr of low-level laser irradiation, with
a significant increase in osteocalcin synthesis and transforming
growth factor-B1 production. The authors concluded that LLLT
induced differentiation of the osteoblast-like cells in a dose-
dependent manner. Additional investigators have also reported
effects on cell differentiation with an increase in bone nodule
formation (Ueda & Shimizu, 2003) and alkaline phosphatase
activity (Hamajima et al., 2003; Ozawa et al., 1998) in rat cal-
varia. Stein, Benayahu, Maltz, and Oron (2005) reported that
LLLT with a helium—neon (HeNe) laser set at a 632-nm wave-
length increased the in vitro proliferation and differentiation of
human osteoblasts after 48 and 72 hr of cell irradiation but not
after 24 hr, as in the present study.

The variation in the irradiation parameters used between
studies makes it difficult to compare results and to establish
clinical guidelines for laser therapy. In the present study, we
included a factorial ANOVA for the laser-irradiated samples,
with energy and fluence as factors, and observed that the inter-
action between the variables was not significant.

Moreover, when we applied pulsed laser therapy at higher
intensities of radiation (2 W), the proliferation of the cells did
not increase significantly versus controls. These results may
indicate a direct short-term adverse effect on bone cells at
radiation intensities of >2 W. It is well documented that
high-energy doses applied to bone tissue can produce heat-

induced free radicals or disturb the homeostasis of cellular
calcium, resulting in cell and tissue damage (Howard & Sturte-
vant, 1998), while lower energy treatment can enhance cell
growth without producing cell damage (Diaz-Rodriguez, Gar-
cia-Martinez, Arroyo Morales, Ramos Torrecilla, et al., 2012).
We observed a similar effect at elevated fluences (4 and 5 J), with
fluences above 3 J decreasing the cells’ proliferative capacity. Itis
possible that this finding indicates a direct adverse effect on cell
viability, similar to that described for higher energy values.

Based on the biostimulation effects we observed in the pres-
ent study, LLLT applied at 0.5-1.5 W/ecm® may be useful in
regenerative therapy in patients with negative predictive fac-
tors for osseointegration. Previous findings on the application
of laser energy for regenerative purposes support our results,
reporting that shock wave energy can either lengthen or shorten
cell life span, with a significant negative correlation between
cell viability and the flux density of energy (Martini et al.,
2003; Ueda & Shimizu, 2003).

The photochemical effects of laser light depend on a combi-
nation of at least three parameters: wavelength, energy density/
fluence, and irradiation frequency. Researchers initially attrib-
uted the biostimulating effect of LLLT on the osteogenic
potentiality of bone cells to the formation of small amounts
of reactive oxygen species, which would increase mitochon-
drial activity and adenosine triphosphate formation (Morimoto,
Aria, Kikuchi, Nakajima, & Nakamura, 1994). More recently,
authors have attributed these effects to an increase in expres-
sion of the peroxisome proliferator-activated receptor y (Sara-
cino et al, 2009), a nuclear receptor involved in cell
proliferation (Lin, Yang, Tang, Lin, & Fu, 2007) or to the acti-
vation of extracellular signal-regulated protein kinase (Biko,
Ishikawa, & Izumi, 2010). Investigators have suggested that
biostimulation selectively occurs during the proliferative and
earlier stages of differentiation of immature precursors (Pin-
heiro & Gerbi, 2006). Moreover, Ninomiya et al. (2007)
reported that osteoblasts and preosteoblasts were activated
after 1 and 3 days of laser irradiation, suggesting the induction
of active bone formation. Coombe et al.’s (2001) earlier obser-
vation that LLLT of fractured bone is most effective during the
early period of expansion supports that suggestion.

Researchers have explored laser application as adjuvant
therapy in the conventional treatment of periodontal disease
and have found positive effects on the regeneration of dental
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support tissues leading to higher stability of the affected teeth
(Saygun et al., 2008). The growth and differentiation of osteo-
blasts are key stages in the regenerative process of the bone
after dental implants; the biostimulatory effect of LLLT
increases the osteogenic capacity of the bone cells and their
adhesion to the titanium surfaces of the implants, which may
contribute to the success of reparative therapy (Khadra,
Lyngstadaas, Haanaes, & Mustafa, 2005).

The results of the present study combined with those of
previous research suggest that LLLT may be highly useful for
bone regeneration therapy in different clinical settings. LLLT
is a simple and inexpensive treatment available to health care
professionals in a variety of fields, including nursing, physical
therapy, dentistry, and traumatology, for the treatment of pathol-
ogies that require tissue regeneration. Further studies are needed
to clarify the effects of laser treatment on different parameters
involved in the regenerative processes of different tissues.
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OBJETIVO 2

Identificar el efecto del tratamiento del laser de diodo sobre distintos pardmetros celulares

del osteoblasto: diferenciacion, expresiéon antigénica y capacidad fagocitica.
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Abstract Previous in vivo and in vitro studies have reported
that low-level diode laser therapy induces a biostimulatory
effect, such as cell proliferation. The aim of the present study
was to evaluate whether the laser irradiation of osteoblast-like
cells (MG-63) can modify alkaline phosphatase activity
(ALP), antigenic profile, and phagocytic capacity. The MG-
63 cell line was exposed to diode laser (ezLase) of 940 nm at
1-1.5 W/em? and 3-4 J. ALP was evaluated by a spectropho-
tometric technique and antigenic expression analysis (CD 54,
CD80, CD86, HLA-DR), and phagocytic activity was ana-
lyzed by flow cytometry. At 24 h, the treated groups showed
an increased ALP, and the highest increase versus controls
(P=0.002) was at the dose of 1 W/cm? and 3 J; this modula-
tion of the antigenic profile translated into a reduced expres-
sion of CD54, CD86, and HLA-DR and a slightly decreased
phagocytic capacity with respect to the nonirradiated control
group at the different intensities and fluencies assayed. These
results demonstrate that laser therapy can exert a
biostimulatory effect on osteoblastic cells at different levels,
which may be clinically useful in the regeneration of bone
tissue.

R. Medina-Huertas - E. De Luna-Bertos - J. Ramos-Torrecillas

0. Garcia-Martinez - C. Ruiz (D<)

BI0277 Group, Faculty of Health Sciences, University of Granada,
Granada 18071, Spain

e-mail: crr@ugr.es

R. Medina-Huertas - F. J. Manzano-Moreno * E. De Luna-Bertos *
J. Ramos-Torrecillas - O. Garcia-Martinez * C. Ruiz
Instituto Investigacion Biosanitaria, Granada 18071, Spain

F. J. Manzano-Moreno
BI0277 Group, School of Dentistry, University of Granada,
Granada, Spain

Keywords Alkaline phosphatase - Biostimulatory effect -
Low-level laser therapy - Osteoblast - Antigenic expression -
Phagocytic capacity

Introduction

Laser therapy has proven highly useful in biomedicine, with
the use of different laser types and energies for distinct pur-
poses [1, 2]. Thus, low-level laser can have anti-inflammatory,
analgesic, and biostimulatory effects and is therefore used
clinically for wound healing and tissue regeneration [3—7].

Various in vivo and in vitro studies have demonstrated the
biostimulatory effect of low-level laser energy on cell popu-
lations of diverse origin [8—10], but the underlying mecha-
nisms are not fully understood. Numerous studies have sug-
gested that low-level laser therapy increases the regenerative
potential of biological tissues by modulating cellular metabol-
ic processes [11], and it has been reported to induce prolifer-
ation and differentiation in osteoblasts [12, 13]. In a previous
study, we observed a positive correlation between the energy
density applied and the growth rate, which reached a maxi-
mum value at 3 J and decreased with higher fluency values
[14]. Pyo etal. [15] attributed the biostimulatory effect of low-
level laser on osteoblasts to an increased expression of type 2
bone morphogenetic protein (BMP-2) and transforming
growth factor (TGF)-f31, among other factors. BMP-2 and
TGF-f31 are autocrine factors that regulate osteoblast prolif-
eration and differentiation [16, 17].

Bone is a complex tissue under continuous remodeling,
and osteoblasts are the cells responsible for bone forma-
tion and regeneration. Osteoblasts have also been attrib-
uted with immunological functions, including the expres-
sion of markers of antigen-presenting capacity (CD54,
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CD80, CD86, HLA-DR), the allogeneic stimulation of T
cells, phagocytic activity, and cytokine synthesis [16,
18-20]. It has been found that the presence of certain
growth factors, such as TGF-f31, fibroblast growth factor
(FGF)-bb, and platelet-derived growth factor (PDGF),
decreases the expression of antigen presentation markers
in osteoblasts [21].

The objective of this study was to determine the effect of
low-level diode laser on osteoblast differentiation, antigenic
expression, and phagocytic capacity, using the osteoblast-like
MG-63 cell line for this purpose.

Material and methods
Cell culture

The human MG-63 osteosarcoma cell line was purchased
from American Type Cultures Collection (ATCC, Manassas,
VA) and maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM; Invitrogen Gibeo Cell Culture Products, Carlsbad,
CA) with 100 IU/mL of penicillin (Lab Roger SA, Barcelona,
Spain), 50 pug/mL of gentamicin (Braum Medical SA, Jaen,
Spain), 2.5 pg/mL of amphotericin B (Sigma, St Louis, MO),
1 % glutamine (Sigma, St Louis), and 2 % HEPES (Sigma, St
Louis) and supplemented with 10 % of fetal bovine serum
(FBS) (Gibco, Paisley, UK). Cultures were kept at 37 °C in a
humidified atmosphere of 95 % air and 5 % CO,. Cells were
detached from the culture flask with a solution of 0.05 %
trypsin (Sigma, St Louis) and 0.02 % ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA) (Sigma, St Louis) and then washed
and suspended in a complete culture medium with 10 % of
FBS.

Laser irradiation

We used a GaAlAs diode laser (ezLase™, Biolase Tech-
nology, Inc. 4 Cromwell Irvine, USA), which operates in
the near-infrared spectrum at a wavelength of 940 nm,
with power output of 70 mW and spot diameter of
400 um. Cells were seeded in 24-well plates at 1x10*
cells/mL per well and at an adequate distance from each
other to avoid overlapping or scattered irradiation. After
24 h, the cultures were pulse-irradiated at doses and
intensities of 1 W/em?3 I (14.7 s), 1.5 W/em>3 J
(10.6 s), 1 W/em®4 J (19.31 s) or 1.5 W/em?-4 ]
(12.96 s), with the probe tip held at 1 cm from the cell
layer. The plates were not covered during the irradiation
procedure, which was performed at room temperature. All
experiments included a control group of cells grown under
the same conditions but not irradiated.

@ Springer

Alkaline phosphatase activity

The effect on osteoblast-like cell differentiation was assessed
by evaluating the alkaline phosphatase activity (ALP) activity
of MG-63 cells cultured in an osteogenic medium [22] and
treated with diode laser. ALP activity was quantified by using
a colorimetric assay (Diagnostic kit 104-LL, Sigma, St. Louis,
MO, USA) to determine early osteoblast differentiation.

This assay measures the conversion by ALP enzyme of the
colorless substrate p-nitrophenyl phosphate to the yellow
product p-nitrophenol: the rate of color change corresponds
to the amount of enzyme present in the solution. Standard
solutions of p-nitrophenol (0-250 uM) were prepared from
dilutions ofa 1,000-uM stock solution and assayed in parallel.
The ALP assay was performed as described by Sandrini et al.
[23]. Cells were seeded into 24-well plates at 1x10* cells/mL
per well and cultured in the osteogenic medium under stan-
dard conditions for 7 days. The culture medium was then
replaced by a fresh medium, and the cells were irradiated with
diode laser, followed by their culture for 48 h under standard
conditions. Untreated cells were used as control group. Final-
ly, the cells were lysed with 0.1 % (v/v) Triton X-100, at 37 °C.
Samples were then centrifuged at 1,500 rpm, and the super-
natants were stored at —70 °C until their use. ALP activity was
determined by using p-nitrophenol phosphate as substrate, as
follows: the cell lysate solution (50 puL) was added to 50 pL of
ALP substrate (Sigma, St Louis, MO, USA) and incubated at
37 °C for 45 min in darkness.

The enzymatic reaction was stopped by adding 50 pL of
0.1 M NaOH, and finally, the absorbance was measured at
405 nm with a spectrophotometer (Biotek ELx800). The total
protein content was also estimated with a protein assay kit
from Bio-Rad Laboratories (Nazareth-Eke, Belgium), based
on Bradford’s method. All samples were run in triplicate, and
specific ALP activity was expressed in U/mg cellular protein.

Antigenic phenotype

Antigenic phenotype was studied by flow cytometry at 24 h of
culture after diode laser treatment. Untreated cells were used
as controls.

Cells were then detached from the cultured flask by treat-
ment with 0.4 % (w/v) EDTA solution, washed, and
suspended in phosphate-buffered saline (PBS) at 2x 10*
cells/mL. Cells were labeled by direct staining with the mono-
clonal antibodies (MAbs) CD54, CD80, CD86, and HLA-DR
(CD54/10L1b, CD80, CD86, and OKDR, respectively from
Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, USA). Aliquots of 100 puL
cell suspension were incubated with 10 pL of the appropriate
MAD for 30 min at 4 °C in darkness. Cells were washed,
suspended in 1 mL PBS, and immediately analyzed in a flow
cytometer with diode laser (FASC Canton II, SE Becton
Dickinson, Palo Alto, CA, USA) at a wavelength of 488 nm
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to determine the percentage of fluorescent cells. Untreated
cells were used as controls. The percentage of antibody-
positive cells was calculated from counts 0f2,000-3,000 cells.
At least three experiments were run for each antigen in all
cultures.

Phagocytic activity

Phagocytic activity was studied by flow cytometry at 24 h of
culture after diode laser treatment. Untreated cells were used
as controls. Human MG-63 osteosarcoma cells were detached
from the culture flask by treatment with 0.04 % EDTA solu-
tion, washed, and then suspended in a complete culture me-
dium with 10 % FBS at 1 x 10° cells/mL. Cells were labeled by
direct staining with labeled latex beads, incubating 100 pL of
cell suspension with 200-puL carboxylated FICT-labeled latex
beads with a diameter of 2 pm (Sigma, St Louis) for 30 min at
37 °C in darkness. Cells were washed, suspended in 1 mL
PBS, and immediately analyzed in a flow cytometer (FASC
Canton II, SE Becton Dickinson, Palo Alto, CA). Control
assays were carried out at 4 °C. Results were obtained as the
percentage of cells positive for phagocytosis.

Statistical analysis

SPSS version 21.0 (IBM, Chicago, IL) was used for the data
analysis. Analysis of variance (ANOVA) was performed to
examine the effects on ALP synthesis as a function of the
energy dose (I or 1.5 W/cm?) and fluence (3 or 4 J) in
comparison to the control group. The antigenic profile and
phagocytic activity were compared by using the Student’s ¢
test. P<0.05 was considered significant in all tests. Before
applying the Student's 7 test, we used the Shapiro-Wilk test to
calculate the normal distribution of these values (P>0.05 in all
groups). At least three experiments were performed in all
assays. Data were expressed as means + standard deviation
(SD).

Results
Effect of diode laser irradiation on ALP of MG-63 cells

All radiation modalities assayed showed an increase in the
ALP activity of osteoblast-like cells cultured in the osteogenic
medium, although the difference versus controls was not
significant at a dose of 1.5 W/em? in intensity and 4 J.

The dose with the greatest effect on ALP activity was 1 W/
cm? and 3 J, which produced a 95.6 % increase in treated cells
versus control cells (P=0.002) (Table 1).

Table 1 Alkaline phosphatase activity in MG-63 cell line after 48 h of
pulsed laser irradiation at doses of 3 or 4 J and intensities of 1 or 1.5 W/
cm?. Data are expressed as U/mg protein

ALP activity SD P
Control 1.82 0.06 -
1 W/em?-3 J 3.56 0.18 0.002*
1 W/em?-4 J 2.79 0.15 0.004*
1.5 Wem®3 J 2.55 0.09 0.001*
1.5 Wiem?4 J 1.92 0.07 0.146

SD standard deviation
*P<0.05 significant difference

Effect of diode laser irradiation on antigenic phenotype
of MG-63 cell line

The flow cytometry results in Table 2 show that the expression
of CD54, CD86, and HLA-DR membrane antigens was re-
duced versus nonirradiated controls in the MG-63 cells cul-
tured for 24 h after diode laser irradiation at the different
intensities and fluencies assayed. However, no effects on
CD80 antigens were observed.

Effect of diode laser irradiation on the phagocytic activity
of MG-63 cells

Results of flow cytometry with fluorescent latex beads in
Table 3 show a slight reduction in phagocytic activity versus
nonirradiated controls in cells cultured for 24 h after irradia-
tion with diode laser at the different intensities and fluencies
assayed.

Discussion

Therapies that more effectively promote osteoblast growth
and maturation would benefit numerous patients who require
bone tissue regeneration, including those with periodontal
disease, bone necrosis, bone traumatisms, or those undergoing
repair with implants, among others. The results of this study
demonstrate that irradiation with low-level diode laser in
pulsed mode not only stimulates osteoblast growth, as recently
reported by Medina-Huertas et al. [14], but also exerts an
action on other cell parameters. Thus, in regard to cell differ-
entiation, irradiation at doses of 1 W/em?/3 J, 1 W/em?/4 J, or
1.5 W/em?/3 T produced a major and significant increase in
ALP activity, suggesting a favorable effect on the maturation
process. The most effective irradiation dose in this respect was
1 W/em?/3 J.

Osteoblast lineage differentiation is a complex process
characterized by the sequential and defined expression of
tissue-specific genes that permit the identification of three
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Table2 Percentage expression of different antigens in MG-63 cell line after 24 h of treatment with diode laser irradiation. Treatment groups: 1 W/cm®/
31,1 W/em*4 J, 1.5 W/em?3 J, and 1.5 W/cm?/4 J. Control group: not treated with diode laser

CD54 (%) CD80 (%) CD86 (%) HLA-DR (%)

Mean SD pP< Mean SD P< Mean SD P< Mean SD P<
Control 75.83 0.75 - 19.96 221 - 12.93 0.28 - 5.26 0.37 -
1 W/em>3 J 56.40 0.62 0.001* 17.33 3.69 0.362 9.86 0.92 0.005* 2.76 1.35 0.037*
1 W/em*-4 J 58.10 2.59 0.001* 16.06 1.56 0.074 9.96 0.68 0.002* 3.0 0.26 0.001*
1.5 Wiem®3 J 53.80 1.30 0.001* 15.93 3.70 0.196 9.166 0.49 0.001* 2.56 0.25 0.001*
1.5 Wiem®-4 J 55.76 3.64 0.001* 14.23 348 0.085 9.50 0.20 0.000* 2.73 0.20 0.001*

SD standard deviation
*P<0.05 significant differences

phases: proliferation, maturation, and extracellular matrix
synthesis/mineralization. Specific genes for the differentiated
osteoblast phenotype are expressed in the second phase, in-
cluding genes that encode for alkaline phosphatase (AP) and
osteocalcin, producing a high level of AP synthesis [24].

Osteoblast growth and differentiation are controlled by
local and systemic factors, including BMPs, growth factors
(FGF, IGF, TGF), hormones, cytokines, and even mechanical
forces, which in turn regulate the activity of specific transcrip-
tion factors. These factors can show different and even oppo-
site effects on the cellular metabolism as a function of the
maturation degree and phenotype of the cell [25]. Multiple
exogenous factors of a highly diverse nature have been re-
ported to modulate osteoblast differentiation or maturation
[26-29].

The ability of laser irradiation to modulate gene expression
and release growth factors and cytokines from cells in culture
was previously demonstrated [30]; the authors proposed that
biomolecules released in response to irradiation may function
as autocrine factors on the osteoblasts through mitogenic
properties and/or the ability to induce their differentiation or
maturation.

Table 3 Flow cytometry results for percentage of phagocytic cells in
MG-63 cell line at 24 h of diode laser treatment. Treatment groups: 1 W/
em?/3 J, 1 W/em?/4 1, 1.5 W/em?/3 J, and 1.5 W/em?/4 J. Control group:
not treated with diode laser

Phagocytic cells (%) SD P
Control 98.50 0.26 -
1 W/em?-3 J 97.63 037 0.031%*
1 W/em>4 ] 96.20 0.10 0.000%*
1.5 Wiem®-3 J 97.50 0.10 0.023*
1.5 W/em?4 J 97.43 0.58 0.045*

SD standard deviation
*P<0.05 significant difference
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TGF-f1 plays an important role in regulating and stimu-
lating the differentiation of osteoprogenitors during fracture
repair [31]. Numerous authors have described this growth
factor, among others, as responsible for the biostimulatory
effect observed in osteoblast cells in response to shock waves
[32, 33]. It was previously reported that low-level laser ther-
apy induces the expression of BMP-2, osteocalcin, and
TGF-31 [15]. Basic fibroblast growth factor (FGFb) has also
been implicated in osteoblast proliferation and differentiation
[25, 34, 35]. Saygun et al. [36] observed that the laser irradi-
ation of cultured osteoblasts increased their proliferative ca-
pacity and the expression of FGFb, insulin-like growth factor
(IGF-I), and IGF-I receptor (IGFBP3); these authors sug-
gested that the biostimulatory effect on the osteoblast may
be attributable to increased growth factor synthesis.

Laser irradiation treatment produced a decrease in the
expression of CD54, CD86, and HLA-DR antigens in the
present study. These markers modulate their expression in
the presence of different substances, notably cytokines,
growth factors, platelet-rich plasma, bacterial lipopolysaccha-
ride (LPS), and even certain pharmaceuticals [21, 37-39]. In
this regard, in vitro treatment with TGF-1 of human osteo-
blasts obtained by primary culture from bone samples is
known to significantly reduce their expression of CD54 and
CD86 without altering their expression of CD80 or HLA-DR.
However, treatment with FGFb, PDGF-BB, or IL-2 does not
modulate the expression of the molecules involved in antigen
presentation. Nonetheless, there is a significant increase in the
expression of these markers in response to IL-13, IFNy, and
LPS [21]. These data, alongside previous findings on cytokine
(IL-4, IL-12, IL-15, IL-18, and IFNYy) expression in the oste-
oblast and their modulation by different factors (FGF,
TGF-B1, and PDGF) and cytokines (IL-1 and IFNvy) [21],
suggest that the functional capacity of osteoblasts is modulat-
ed during their differentiation and maturation, with a gain in
their bone-forming function at the expense of their immuno-
logical function. The present results support this hypothesis,
with observations of an increase in AP activity and a parallel
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decrease in the expression of CD54, CD86, and HLA-DR
antigens, as well as a slight decrease in phagocytic capacity.

A paper recently published by Davies et al. [40] reported an

absorption peak of 560 nm for DMEM with phenol red. Also,
these authors recommended investigating the energy loss from
other light sources, especially those with a longer wavelength,
such as pulsed diode laser with a wavelength of 910 nm. In
this sense, we have not yet established whether there is ab-
sorption at 940 nm, the wavelength used in the present study.

We do not know the mechanisms underlying the biostim-

ulation produced by laser irradiation. The aim of our study
was to determine its effects on different parameters of the
osteoblast; however, research on the underlying mechanisms
should be subject of future studies. We do not rule out that the
thermal effect of laser may be one mechanism of its action.
Nevertheless, it should be borne in mind that the maximum
temperature reached was below 60 °C in order to prevent the
denaturation of proteins and hence cell death; indeed, the laser
treatment produced an increase in the number of living cells.

These findings indicate that low-level diode laser irradia-

tion may be useful in the treatment of bone regeneration
through a biostimulatory effect on osteoblasts that favors their
growth and maturation. This effect appears to be mediated by
the autocrine action of growth factors released by the cells
themselves in response to the laser treatment, as recently
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OBJETIVOS 3 Y 4

- Determinar la modulacién que ejerce el ldser de diodo de baja energia sobre la
expresion génica de diferentes marcadores de diferenciaciéon del osteoblasto tales
como: coldgeno tipo 1, osteocalcing, fosfatasa alcalina, osterix, y RUNX-2.

- Identificar el mecanismo de accién por el cual se produce el efecto bioestimulante del
ldser de baja energia, mediante el estudio de la expresiéon génica de los marcadores
principalmente implicados en el proceso de reparaciéon ésea (BMP-2, BMP-7 y TGF-

B1); asi como los receptores del TGF- (TGFB3-R1, TGFB-R2, TGF[3-R3).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Objectives: The objective of this study was to determine the effect of LLDL therapy on the gene

Paper received 1 July 2015 expression of osteoblast markers of growth and differentiation.

Accepted 26 August 2015 Materials and methods: The MG-63 cell line was exposed to diode laser (ezLase) of 940 nm at 1—1.5 W

Available online 9 September 2015 and 3—4 ], and gene expressions (Runx-2, alkaline phosphatase [ALP], type I collagen [Col-I], osterix
[0OSX], osteocalcin [OSC], osteoprotegerin [OPG], bone morphogenetic protein [BMP]-2 and -7, trans-

Keywords: forming growth factor-p1 [TGF-B1], and TGF-B receptors [TGF-B R1, TGF-B R2; TGF-B R3]) were evaluated

Low-level diode laser therapy

Biostimulatory effect

by quantitative RT-PCR.
Results: LLDL treatment stimulated the expression of osteoblast differentiation markers ALP, Col-1, Runx-

-l(?isstseuoeb:.:sgtenemﬁon 2, and OSX in relation to the doses applied (P < 0.05), but no changes were detected in OSC, OPG, or BMP-
Gene expression 7 at any study dose. This effect may be mediated by TGF-f1 and BMP-2, given that the treatment
increased their expression and that of TGF-B receptors R1, R2, and R3 (P < 0.001).
Conclusion: These results suggest that the biostimulatory effect of laser therapy on osteoblasts may be
attributable to the release of autocrine factors in response to the irradiation. A clinical trial is warranted
to test its therapeutic usefulness in bone tissue regeneration and to define a treatment protocol.
© 2015 European Association for Cranio-Maxillo-Facial Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights
reserved.
1. Introduction regeneration remain unclear, and we are not able to offer a defin-
itive clinical treatment protocol (Amid et al., 2014).

Low-level diode laser (LLDL) is attributed with anti- The osteoblast is the cell responsible for bone tissue formation
inflammatory, analgesic, and biostimulatory effects. The combina- and regeneration and is therefore involved in the repair of bone
tion of these therapeutic properties with its non invasiveness and affected by traumatism or the application of orthopedic material
easy management make it an especially useful clinical technique (Robling et al., 2006). It has been reported that the in vitro treat-
for tissue wound-healing and regeneration (Bouvet-Gerbettaz ment of osteoblast-like cells with LLDL affects their growth and

et al.,, 2009; da Silva et al.,, 2010; Pejcic et al., 2010; de Paula differentiation (Stein et al., 2008; da Silva et al,, 2012; Pyo et al.,

Eduardo

et al,, 2010; Alves et al., 2013). Low level laser therapy is 2013; Medina-Huertas et al., 2014; Huertas et al., 2014). The

a clinically well accepted tool in regenerative medicine and treatment increases the proliferative capacity of the osteoblast in a
dentistry. However, the precise mechanisms and effects on bone dose-dependent manner and favors osteoblast differentiation/

maturation by enhancing alkaline phosphatase (ALP) synthesis and
reducing the expression of antigens CD54, CD86, and HLA-DR,
which have been related to osteoblast differentiation/maturation

* Corresponding author. Faculty of Health Sciences, University of Granada, Avda. (Medina-Huertas et al., 2014; Huertas et al., 2014). LLDL treatment
ngséZzlgl;imcmn s/n, 18016-Granada, Spain. Tel.: +34 958243497; fax: +34 also increases the gene expression of the differentiation markers

E-mail

address: crr@ugr.es (C. Ruiz). bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) and osteocalcin (OSC)

1 Authors Manzano-Moreno FJ and Medina-Huertas R contributed equally to this (Stein et al., 2008; da Silva et al., 2012; Pyo et al,, 2013). Saygun et al.

study.

(2012) suggested that the biostimulatory effect on the osteoblast

http://dx.doi.org/10.1016/j.jcms.2015.08.026
1010-5182/© 2015 European Association for Cranio-Maxillo-Facial Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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may be attributable to the increased synthesis of growth factors,
such as basic fibroblast growth factor (bFGF), insulin-like growth
factor-I (IGF-I), and IGF-I receptor (IGFBP3). Medina-Huertas et al.
(2014) suggested that transforming growth factor-p1 (TGF-f1)
may be responsible for the biostimulatory effects of LLDL. TGF-p1 is
an autocrine factor that regulates osteoblast proliferation and dif-
ferentiation (Reyes-Botella et al., 2002; Kasagi and Chen, 2013), and
was reported to be the growth factor with the most important role
in regulating and stimulating osteoprogenitor differentiation dur-
ing fracture repair (Chen et al., 2012).

The objective of this study was to determine the effect of LLDL
on the gene expression of BMP-2, BMP-7, TGF-f1, and TGF-§ re-
ceptors (TGF-B R1, TGF-B R2, TGF-B R3) and on the expression of the
main markers of osteoblast differentiation: Runx-2, ALP, type I
collagen (Col-I), osterix (OSX), osteoprotegerin (OPG) and OSC.

2. Material and methods
2.1. Cell culture

The human MG-63 osteosarcoma cell line was purchased from
American Type Cultures Collection (ATCC, Manassas, VA) and
maintained in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM; Gibco,
Paisley, Scotland) without phenol red, with 100 IU/mL penicillin
(Lab Roger SA, Barcelona, Spain), 50 pg/mL gentamicin (Braun
Medical SA, Jaen, Spain), 2.5 pg/mL amphotericin B (Sigma, St Louis,
MO), 1% glutamine (Sigma), and 2% HEPES (Sigma) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Paisley, Scotland). Cul-
tures were kept at 37 °C in a humidified atmosphere of 95% air and
5% COy. Cells were detached from the culture flask with a solution
of 0.05% trypsin (Sigma) and 0.02% ethylene diamine tetraacetic
acid (EDTA) (Sigma) and then washed and suspended in complete
culture medium with 10% FBS. MG-63 cells are widely used as
osteoblast model because they share similar characteristics.

2.2. Laser irradiation

A GaAlAs diode laser (Ezlase 940 nm, Biolase Technology, Inc. 4
Cromwell Irvine, CA) was used, which operates in the near-infrared
spectrum with a maximum power of 10 W and wavelength of
940 nm. It incorporates a 3 mW laser guide that emits a wavelength
between 630 and 670 nm. The cells were irradiated using a dental
bleaching hand-piece. A silicone support was fabricated to hold the
hand-piece in a reproducible position with an incidence angle of
the photon beam on the wells of 90°, allowing the hand-piece to be
kept in contact with the upper edge of the well at a distance of 1 cm
from the cell layer. Prior to the irradiation, a calibrator (Nova II,
Ophir Photonics, Darmstadt Germany) was used to calibrate the
power and energy (J) supplied by the laser. The cells were cultured
in plates of 24 wells at 1 x 10* cells/ml with a surface area of
1.93 cm? The wells containing cells were surrounded by empty
wells to avoid radiation scattering effects. After 24 h, the cultures
were irradiated with four different doses (1 W-3 J; 1 W-4]; 1.5 W-
3J; 1.5 W-4]) by establishing four groups of three wells each and a
fifth group of control wells that received no irradiation. In all cases,
the irradiation was emitted in pulsed mode, with cycles of 20 ms
pulse interval/20 ms pulse length. The plates were not covered
during the irradiation procedure, which was performed at room
temperature. All experiments included a control group of cells
grown under the same conditions but not irradiated.

2.3. RNA extraction and cDNA synthesis (reverse transcription)

At 24 h of culture after diode laser treatment (untreated cells
were used as controls), osteoblast-like cells were detached from
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the culture flask by treatment with 0.05% trypsin—EDTA solution
(Sigma) and individually harvested. mRNA was extracted using a
silicate gel technique provided by the QiagenRNeasy extraction
kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany), which included a DNAse
digestion step. The amount of extracted mRNA was measured by
UV spectrophotometry at 260 nm (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany), and contamination with proteins was determined
according to the 260/280 ratio. An equal amount of RNA (1 pg of
total RNA in 40 pL of total volume) was reverse-transcribed to
cDNA and amplified by PCR with iScript™ cDNA Synthesis Kit
(Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA) according to the man-
ufacturer's protocol.

2.4. Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)

In order to detect mRNA of Runx-2, OSX, OSC, OPG, Col-I, ALP,
BMP-2, BMP-7, TGF-f1, TGF-$ R1, TGF-$ R2, and TGF-f R3, primers
were designed using NCBI-nucleotide library and Primer3-design
(Table 1). All primers had been matched to the mRNA sequences
of the target genes (NCBI Blast software).

Ubiquitin C (UBC), peptidylprolyl isomerase A (PPIA), and ribo-
somal protein S13 (RPS13) were evaluated as stable housekeeping
genes to normalize the final results (Vandesompele et al., 2002;
Ragni et al., 2013).

Quantitative RT-PCR (q-RT-PCR) was performed with Eva-
Green® technology using the SsoFast™ EvaGreen® Supermix Kit
(Bio-Rad laboratories) and following the manufacturer's protocol.
Samples were amplified in 96-well microplates in an 1Q5-Cycler
(Bio-Rad laboratories) using an annealing temperature (specific
for each gene) ranging from 60 °C to 65 °C and an elongation
temperature of 72 °C over 40 cycles. PCR reactions were carried
out in a final volume of 20 pL, with 5 pL of cDNA sample and 2 pL
of each primer. For the negative control, water was used instead
of mRNA-samples. Standard curves were constructed for each
target gene by plotting Ct values against log cDNA dilution. After
each RT-PCR, a melting profile was created and agarose gel
electrophoresis of each sample was carried out to rule out
nonspecific PCR products and primer dimers. The relative quan-
tification of gene expression was determined using the compar-
ative Ct method. For each gene, the mRNA concentration was
expressed in ng of mRNA per average ng of housekeeping mRNAs.
The ¢DNA from individual cell experiments was analyzed in
triplicate RT-PCR studies.

2.5. Statistical analysis

SPSS 22.0 (IBM, Chicago, IL) was used for all data analyses. mRNA
levels were expressed as means + standard deviation (SD). Com-
parisons were made with a two-tailed unpaired Student's t test.
P < 0.05 was considered statistically significant in all tests. At least
three experiments were performed in all assays.

3. Results

3.1. Effect of LLDL therapy on the expression of genes involved in
osteoblast differentiation

Quantitative RT-PCR (q-RT-PCR) analysis was utilized to eval-
uate the expression of different genes involved in osteoblast dif-
ferentiation (Runx-2, Col-I, ALP, OSX, OPG, and OSC). As shown in
Figs.1 and 2, and Table 2 irradiation of osteoblast-like cells (MG-63)
for 24 h increased the expression of osteoblast differentiation genes
Runx-2, ALP, Col-I, and OSX as a function of the dose (P < 0.04) but
had no effect on OPG or OSC gene expression.
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Table 1

Primer sequences for the amplification of cDNA by real-time PCR.
Gene Sense primer Antisense primer Amplicon (bp)
TGF-B1 5'-TGAACCGGCCTTTCCTGCTTCTCATG-3' 5'-GCGGAAGTCAATGTACAGCTGCCGC-3' 152
TGF-f R1 5'-ACTGGCAGCTGTCATTGCTGGACCAG-3' 5'-CTGAGCCAGAACCTGACGTTGTCATATCA-3' 201
TGF-f R2 5'-GGCTCAACCACCAGGGCATCCAGAT-3' 5'-CTCCCCGAGAGCCTGTCCAGATGCT-3 139
TGF-p R3 5'-ACCGTGATGGGCATTGCGTTTGCA-3' 5'-GTGCTCTGCGTGCTGCCGATGCTGT-3 173
RUNX-2 5'-TGGTTAATCTCCGCAGGTCAC-3' 5'-ACTGTGCTGAAGAGGCTGTTTG-3 143
0sX 5'-TGCCTAGAAGCCCTGAGAAA-3' 5'-TTTAACTTGGGGCCTTGAGA-3' 205
BMP-2 5'-TCGAAATTCCCCGTGACCAG-3' 5'-CCACTTCCACCACGAATCCA-3’ 142
BMP-7 5'-CTGGTCTTTGTCTGCAGTGG-3' 5'-GTACCCCTCAACAAGGCTTC-3' 202
ALP 5'-CCAACGTGGCTAAGAATGTCATC-3’ 5'-TGGGCATTGGTGTTGTACGTC-3' 175
COL-I 5'-AGAACTGGTACATCAGCAAG-3 5'-GAGTTTACAGGAAGCAGACA-3’ 471
0sC 5'-CCATGAGAGCCCTCACACTCC-3" 5'-GGTCAGCCAACTCGTCACAGTC-3 258
OPG 5'-ATGCAACACAGCACAACATA-3' 5'-GTTGCCGTTTTATCCTCTCT-3' 198
UBC 5'-TGGGATGCAAATCTTCGTGAAGACCCTGAC-3 5'-ACCAAGTGCAGAGTGGACTCTTTCTGGATG-3’ 213
PPIA 5'-CCATGGCAAATGCTGGACCCAACACAAATG-3 5'-TCCTGAGCTACAGAAGGAATGATCTGGTGG-3" 256
RPS13 5'-GGTGTTGCACAAGTACGTTTTGTGACAGGC-3' 5'-TCATATTTCCAATTGGGAGGGAGGACTCGC-3' 251

3.2. Effect of LLDL therapy on gene expression of BMP-2, BVIP-7,
TGF-(1 and receptors (TGF-( R1, TGF-§ R2, and TGF-§ R3)

Figs. 3 and 4, and Table 3 depict the q-RT-PCR results for gene
expression of BMP-2, BMP-7, TGF-B1 and the receptors TGF-§ R1,
TGF-p R2, and TGF- R3. After irradiation of osteoblast-like (MG-63)
cells with LLDL for 24 h, their TGF-B1 expression was significantly
higher than in controls at all doses applied. The expression of TGF-
B1 at 24 h was two-fold higher after treatment with LLDL at a dose
of .5Wand 3 or4 ] (P < 0.006). As depicted in Fig. 4, this treatment
also increased the expression of the three types of TGF-B1 receptor
(P < 0.04). The expression of BMP-2 was increased after 24 h of
treatment with doses of 1 W/3],1 W/4 ], and 1.5 W/3 J (P = 0.005,
P = 0.001, and P < 0.001, respectively), but no changes in BMP-7
expression were detected at any dose studied.

4. Discussion

The results of this study demonstrate that irradiation with LLDL
in pulsed mode has a biostimulatory effect on osteoblasts, sug-
gesting its possible clinical usefulness in diseases that require bone
tissue regeneration, including periodontal disease, dental implants,
bone necrosis, or bone traumatisms, or in patients undergoing
repair with implants, among others. LLDL treatment significantly
increased the expression of early osteoblast differentiation genes
such as Runx-2, ALP, Col-I and OSX, but did not change the
expression of osteoblast mineralization markers OSC or OPG. The
treatment produced a parallel increase in the expression of BMP-2,
TGF-p1 and TGF-f receptors R1, R2, and R3.

According to these results, LLDL treatment of the MG-63 cell line
increases the expression of markers related to early but not late

Runx-2

Control 1W/3] 15W/3] 1W/4] 15W/4]

Osterix *

0.08

0.07
0.06

0.05
0.04
0.03
0.02

Ng mRNA/Ng HK

0.01

Control 1W/3] 15W/3] 1W/4] 1.5W/4]

COL-I

*

Ng mRNA/Ng HK

Control

1W/3] 1.5W/3] 1W/4] 15W/4]

Fig. 1. Expression of osteoblast differentiation genes irradiated at doses of 1 W-3 ], 1.5 W-3 ], 1 W-4 ], or 1.5 W-4 J: A) Runx-2; B) Osterix; C) type I Collagen. Data are expressed as ng

of mRNA per average ng of housekeeping mRNAs + SD. * Significant differences (P < 0.05).
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Fig. 2. Expression of osteoblast differentiation genes irradiated at doses of 1 W-3 ], 1.5 W-3 ], 1 W-4 ], or 1.5 W-4 J: A) Alkaline Phosphatase; B) Osteocalcin; C) Osteoprotegerin. Data
are expressed as ng of mRNA per average ng of housekeeping mRNAs + SD. * Significant differences (P < 0.05).

osteoblast differentiation. The MG-63 human osteosarcoma line
was selected as osteoblast model in this study because it is the most
widely used cell line in studies on the effects of drug or other
treatments on the osteoblast, although the limitations of studying a

Table 2

Expression of osteoblast differentiation genes irradiated at doses of 1 Wand 3—4 ] or
1.5 W and 3—4 J. Data are expressed as ng of mRNA per average ng of housekeeping
mRNAs + SD.

Potencia Mean + SD P
RUNX-2 Control 0.036 + 0.001 -
1W/3] 0.043 + 0.008 0.354
15W/3] 0.064 + 0.017 0.123
1W/4] 0.070 + 0.006 0.008
1.5W/4] 0.065 + 0.011 0.040
ALP Control 0.049 + 0.004 -
1W/3] 0.05 + 0.04 0.096
1.5W/3] 0.067 + 0.007 0.027
1W/4] 0.067 + 0.006 0.017
15W/4] 0.051 +0.011 0.075
0sX Control 0.029 + 0.003 -
1W/3] 0.039 + 0.010 0.271
15W/3] 0.056 + 0.015 0.107
1W/4] 0.063 + 0.011 0.032
1.5W/4] 0.072 + 0.004 0.011
COL-1 Control 33.541 + 0.785 —
1W/3] 31.300 + 1.465 0.234
1.5W/3] 38.416 + 0.359 0.005
1W/4] 31.231 £ 5.591 0.62
1.5W/4] 30.640 + 17.735 0.84
0sC Control 0.078 + 0.007 -
1W/3] 0.094 + 0.021 0.48
1.5W/3] 0.114 + 0.061 0.49
1W/4] 0.068 + 0.024 0.604
1.5W/4] 0.069 + 0.035 0.75
OPG Control 0.96 + 0.16 —
1W/3] 1.49 + 0.22 0.053
1.5W/3] 1.04 +0.17 0573
1W/4] 127 +0.23 0.138
1.5W/4] 1.11 +£0.13 0.265

Values in bold represents statistically significant results.
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tumor line should be borne in mind, as the differentiation pattern
of MG-63 may differ from that of real osteoblasts.

Osteoblast differentiation and maturation is a complex pro-
cess, in which osteoblastic cells differentiate following a linear
succession from osteoprogenitors to preosteoblasts, osteoblasts,
and osteocytes. Thus, osteoblasts pass through three functional
stages, both in vivo and in vitro: proliferation, bone matrix syn-
thesis or maturation, and mineralization (Malaval et al., 1994; Liu
et al, 1994). As the precursor cell differentiates, it expresses
specific proteins of its function (markers) on its membrane. Runx-
2 is the first and most important marker of osteoblast differen-
tiation (Yamaguchi et al., 2000). The expression of Col-I and ALP
begins in the early stage of osteoblast differentiation and persists
in early and mature osteoblasts (Sims and Vrahnas, 2014). Osterix
is also an essential transcription factor for osteoblast differenti-
ation and bone formation, and its expression implies the loss of
bipotentiality from preosteoblast to osteoblast and chondrocyte
(Nakashima et al., 2002). For their part, OSC and OPG are osteo-
genic markers of the final stages of osteoblast differentiation,
which appear at the beginning of mineralization (Sims and
Vrahnas, 2014). These data suggest that LLDL stimulates osteo-
blast differentiation in the initial proliferative and matrix syn-
thesizing stages. This explains, at least in part, the stimulating
effect of LLDL on osteoblast growth under these treatment con-
ditions (Medina-Huertas et al., 2014; Huertas et al., 2014) given
that, in the final differentiation or mineralization stage, growth is
detained and OSC and OPG synthesis is increased. In this sense,
we previously studied ALP expression on osteoblast-like cells
treated with LLDL by a spectrophotometric technique and at 24 h
the treated groups showed an increased ALP activity (Medina-
Huertas et al., 2014).

Studies in rat bone showed that LLDL stimulates osteoblast
growth and increases the mRNA expression of ALP, Runx-2, type |
collagen, bone sialoprotein, and OSC. The last two markers are
characteristic of the mineralization stage (da Silva et al., 2012).
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Fig. 3. Expression of osteoblast genes irradiated at doses of 1 W-3 J,1.5 W-3 J,1 W-4], or 1.5 W-4 J: A) BMP-2; B) BMP-7; C) TGF-B1. Data are expressed as ng of mRNA per average ng
of housekeeping mRNAs + SD. * Significant differences (P < 0.05), ** Significant differences (P < 0.001).

Osteoblast growth and differentiation are controlled by auto-
crine and paracrine factors, including growth factors, hormones,
cytokines, and even mechanical forces, which in turn regulate the
activity of specific transcription factors (Komori, 2010).

The TGF-B superfamily comprises over 40 members (TGF-ps,
Nodal, Activin and BMPs) (Guo and Wang, 2009). TGF-B/BMP
signaling plays critical regulatory functions in osteoblast

differentiation and bone formation, and the signaling relays in each
stage are responsible for the final target gene expression (Chen
et al, 2012).

TGF-B isoforms and their receptors, TGF-p R1 and TGF-$ R2, play
an important role in endochondral and intramembranous ossifi-
cation. Thus, TGF-B1-deficient mice display reduced bone growth
and mineralization (Geiser et al., 2012). TGF-f1 promotes matrix
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Fig. 4. Expression of TGF-p receptors on osteoblasts irradiated at doses of 1 W-3 ], 1.5 W-3 ],1 W-4 ], or 1.5 W-4 J: A) TGF-§ R1; B) TGF-p R2; C) TGF-f R3. Data are expressed as ng of
mRNA per average ng of housekeeping mRNAs + SD. * Significant differences (P < 0.05), ** Significant differences (P < 0.001).
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El tratamiento in vitro de la linea celular MG63 con ldser de diodo de 940 nm a
distintas dosis de potencia (0.5, 1, 1.5, 2W) y energia (1 a 5J) estimula la capacidad
proliferativa de esta poblacién celular.

El laser de diodo, usado a las dosis de 1y 1.5W de potencia y 3 y 4 J de energiq,
favorece la maduracién de las células osteobldsticas en cultivo al incrementar la
actividad fosfatasa alcalina y disminuir tanto la expresion de los marcadores
antigénicos CD54, CD86 y HLA-DR, como la actividad fagocitica.

El ldser de diodo aumenta la expresiéon génica de los marcadores implicados en la
diferenciacion osteobldstica (coldgeno tipo 1, fosfatasa alcalina, osterix, y RUNX-2) y
en la reparacién ésea (BMP-2, TGF-1). Igualmente, incrementa la expresién de los
receptores del TGF- (TGFB-R1, TGFB-R2, TGF[(-R3). Estos resultados muestran que el

mecanismo de accién del efecto fotobioestimulante del laser estd mediado por el TGF-

B1.
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