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EFECTOS DE BIOESTIMULACION DE RADIACION LASER DE BAJA

POTENCIA SOBRE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS HUMANOS.

RESUMEN

El proposito de este estudio preliminar fue determinar el efecto de la radiacion
LASER de 650 nm sobre la proliferacion de fibroblastos a diferentes biodosis
(0.5, 1, 3, 5y 7 J cm/2) en una sola radiacién en cultivos de fibroblastos a los
cuales se les aplicé el método de incorporacién de *H-timidina para medir la
proliferacion celular. Se tomaron mediciones a 24, 48 y 72 horas. Los resultados
obtenidos mostraron un incremento en la proliferacién celular a las 72 horasa 3 y
5 Jlcm? y en el control si se encontré un incremento en la proliferacién, como era
de esperarse, ya que las células se encontraban en presencia de suero bovino

fetal.

ABSTRACT:

The purpose of this preliminary study was to determine the effect of 650 nm laser
radiation on the proliferation of fibroblasts, was studied at different biodosis (0.5,
1, 3, 5y 7J/ cm2) in only one radiation, in human fibroblasts cultures, to witch the
3H-timidine incorporation method was applied. Measurements were taken al 24, 48
and 72 hours. The results obtained show an increase in the cell proliferation at 3
and 5 J/icm2 and in the control with did find an increase in the proliferation, as

expected, as- long-as the cells was encounter in presence of fetal calf serum.
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EFECTOS DE BIOESTIMULACION DE RADIACION LASER DE BAJA

POTENCIA éOBRE LA PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS HUMANOS.

INTRODUCCION

La biocestimulacion se puede definir como una reaccién fotoquimica causada por la
interaccion del LASER con el tejido, el cual genera un nimero de fendémenos
biolégicos sin involucrar un aumento de la temperatura.' EI LASER de baja potencia
probablemente sea el mas utilizado ya que se ha visto que causa una respuesta
fotoquimica de bioestimulacién induciendo alteraciones bioquimicas en las células
principalmente en fibroblastos, sin embargo no hay una teoria universaimente
aceptada para explicar el mecanismo de accion.? Pero autores como Rajaratnam, et
al, mencionan que los factores de crecimiento sintetizados por macréfagos han
mostrado inhibir o aumentar la actividad de muchos tipos de células, también
observaron que la luz de diferentes longitudes de onda, densidades de radiacién y de
potencia puede aumentar o inhibir a las células U-937 de los macréfagos que liberan
factores que estimulan la proliferacién de fibroblastos.> También se ha reportado el
efecto de la radiacién con LASER de baja patencia (0.9 mW) en la proliferacién de
fibroblastos en el cual no se encontraron efectos estimulantes ni inhibitorios.* En otro
estudio se comprueba que con radiaciones de 2 y 12 Jicm? incrementa la
proliferacion a largo plazo de fibroblastos de piel.5 Ademas se han hecho estudios
de los efectos de la radiacién con LASER de baja potencia en términos ultra

estructurales encontraron que el LASER estimula la proliferacion de fibroblastos tanto



in vivo como in vitro.® La finalidad de realizar este protocolo es investigar los
efectos que ejerce la bioestimulacion de radiacion LASER de baja potencia (30mW)
con una longitud de onda de 650 nm sobre la prolifé'racién de fibroblastos humanas
in vitro, a diferentes densidades de radiacion y el objetivo es realizar la curva de
estimulacién-proliferaciéon de fibroblastos humanos in vitro asi como la cantidad de
células fibroblasticas que se producen con y sin estimulacion. Ya que uno de los
problemas encontrados en la literatura existente es que son muy pocos los reportes
de LASER de baja potencia y proliferacion fibroblastica, ademas de que no se

comenta la dosis optima de aplicacion.



ANTECEDENTES.

Cuando la terapia LASER estaba iniciando en los afios setenta algunos
investigadores como Mester utilizaban dosis de 0.5 a 1.5 J para tratamientos de
heridas. A pesar de estudios que han demostrado que la radiacion con LASER de
baja potencia incrementa la proliferacion de fibroblastos en cultivos celulares el
mecanismo de accién es desconocido.” Balboni, et al, evaluaron los efectos de la
radiacion con LASER de baja potencia en la produccion de coldgena, obtuvieron que
la radiacién con LASER puede tener un efecto positivo en la produccion de colagena
por los fibroblastos in vitro, este efecto va ha depender del tiempo de exposicion y
de la frecuencia de impulsos im'rarrojos,a En otro estudio su objetivo fue determinar
si la radiacion LASER (660 nm) puede estimular la proliferacion del factor de
crecimiento (gF) de fibroblastos en cultivos celulares en donde se demostrd que los
fibroblastos irradiados con LASER a 2.16 J/icm2 daban proliferacion celular vy
aumento de la produccién del factor de crecimiento, mientras los fibroblastos
irradiados con LASER a 3.24 J/lcm2 no incrementaron la proliferacién celular ni
liberacion del factor de crecimiento concluyendo que la proliferacion de fibroblastos
puede estar asociada con la produccién autocrina de factor de crecimiento de los
fibroblastos.® En otro articulo hacen referencia acerca de la densidad de potencia y
tiempo de exposicion de la radiacién con LASER de He-Ne, factores que son mas
importantes que la dosis total de energia. Los resultados mostraron que la potencia
de LASER por debajo de 2.9 mW puede aumentar la proliferacion celular mientras

que ha mayor potencia de LASER (5.98 mW) no tuvo proliferacién celular por lo



tanto el tiempo de exposicién y la densidad de potencia determina los efectos de
radiacion.’® Ademas se ha reportado el efecto de diferentes- laseres en la
cicatrizaciéon de la herida en ratas evaluando el posible rol de la transmisién del
LASER en la piel siendo la dosis optima 20J/cm? y el LASER mas efectivo fue el de
He-Ne (632 nm) obteniendo como resultados un incremento en la sintesis de DNA vy
RNA asi como proliferacién de fibroblastos y sintesis de colageno.'' En otro estudio
se observo el efecto de LASER He- Ne en la cicatrizacidon de Ulceras de la mucosa
faringea en caballos, dichas lesiones radiadas cicatrizaron a los 11.5 dias y las no
radiadas a los 18 dias; histoldgicamente en las lesiones radiadas se observo
actividad fibroblastica por lo que se concluye que el LASER acelera la cicatrizacion.'?
En otro reporte se observé que en células HelLa radiadas con LASER Helio-Neon
(632.8 nm a 10J/cm?) hubo un incremento de ATP a los 20 minutos concluyendo que
va a depender de la fase de crecimiento en que se encuentre la célula siendo mas
elevado en la fase logaritmica. Webb, et al, realizé un estudio con dos lineas de
fibroblastos humanos radiados con LASER de 660 nm a dosis de 2.4 y 4 Jiem?

observaron incremento de la cuenta celular después de la radiacion.



METODOLOGIA.

Para la realizacion de este protocolo se utilizo un LASER de GaAlAs de 650 nm y 30

mW de potencia de salida, con radiacion de onda continua.

PREPARACION DE LAS CELULAS.

Se obtuvieron muestras de fibroblastos de piel sana se mantuvieron en medio de
Dulbecco-Tagle modificado CD- MEM con glutamina y alta concentracién de glucosa,
complementando con 10 % de suero bovino fetal inactivado a 56 % por 30 minutos y

antibiético (100 U/ml de penicilina y 5 ug/m! de estreptomicina).

CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LAS CELULAS.

Posteriormente los fibroblastos fueron sembrados en una placa de 24 pozos con
5X104 célulasicm?® con 1 ml de D-MEM 10% SBF, se incubaron por 48 horas. Los
pozos con células se distribuyeron de manera de que se dejd una poza vacia
alrededor de la que tenga cultivo con la finalidad de que no se corra el riesgo de

irradiacion por reflexion o difraccion.



PROCEDIMIENTO

Se irradiaron los cultivos con las siguientes biodosis: 0, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0y 7.0 Jicm?

con una densidad de radiacién de 60 mW /cm? .

Posteriormente se tomaron mediciones a 24, 48 y 72 horas.

APLICACION DEL LASER.

Se realizd de la siguiente manera.

La bioestimulacion se realizé por debajo de la caja de cultivos utilizando un protector
de plastico negro con una perforacién con el fin de que no se irradiara otra zona. Se
mantuvo sostenido el LASER mediante un soporte movible y posteriormente se
procedio a aplicar las diferentes densidades de radiacién para saber que ocurre con
un dia de radiacion, el control no fue radiado. El experimento se realizo por triplicado
con el fin de tener mayor seguridad en los datos obtenidos. Una vez que se ha
terminado de irradiar todos los cultivos controles y experimentales fueron incubados
por 24 horas a 37° y 5% de C0? y posteriormente se elimino el medio de cultivo y se
adiciono por cada pozo 100 uml de DEMEM y timidina y se volvieron a incubar por 18
horas. Finalmente se resuspendieron todas las monocapas en 100 uml de NaOH 1 N
y de ahi se tomaron 50Ul para cuantificacién de radiactividad en un contador de

centello liquido.



COLABORACION PERSONAL DENTRO DEL PROTOCOLO.

Una de las actividades que llevé a cabo fue la recopilacion de articulos referentes a
LASER de baja potencia de que manera interviene en la proliferacién de fibroblastos
asi como los posibles mecanismos de accién y como puede influir la biodosis
aplicada a diferentes densidades de radiacion. Ademas colabore en la aplicacién
del LASER de la siguiente manera se realizd por debajo de la caja de Petri en donde
cada pozo contenia 5X10* células se utilizd un protector de acrilico con una
perforacion para evitar que se irradiara otra zona, se coloco el LASER de baja
potencia en un soporte movible el cual se mantuvo a una altura fija (0 cm) y antes de
la aplicacion del LASER se hizo el calculo del tiempo que corresponde a 0.5, 1.0 ,3.0,
5.0, y 7 Jlem2 siendo los siguientes 16 s, 30 s 60 s , 120 s y 300 segundos
respectivamente, después de cada radiacién se colocaban las cajas de Petri en una
incubadora a 37°C y 5% de Co? para mantener a los fibroblastos en buenas

condiciones y ademas evitar contaminacion de las mismas.



RESULTADOS

Se realizé la medicién de la proliferacién de fibroblastos después de la aplicacion de
LASER de baja potencia (30mW) con una longitud de onda de 650 nm a diferentes
biodosis 0.5, 1,3, 5y 7 Jicm? en donde los resultados mostraron un incremento en
la proliferacion de fibroblastos a dosis de 3y 5 Jicm? e inhibicion a los 7J/icm? a las
72 horas y los controles se comportaron como lo esperado ya que las células se
encontraban en presencia de suero bovino fetal (ver gréfica). Con los resultados
obtenidos no puede confirmar que el LASER de baja potencia no participe en la
duplicacion celular, hay que tener en cuenta que pudieron influir varios factores entre
ellos que la biodosis que se aplico no fue la suficiente para que pudiera estimular la
proliferacion de los fibroblastos. También habra que tomar en cuenta que solo se

realizé una irradiacidn por biodosis.



CONCLUSION.

En la mayoria de los articulos se menciona que el LASER de baja potencia estimula
la proliferacién de fibroblastos pero no se comenta la biodosis optima de aplicacién
asi como los posibles mecanismo de accién, ni se reportan curvas de intensidad-
efecto ademas no se comenta que tipo de colagena es la que se sintetiza con la
estimulacion del LASER. También se ha mencionado que la proliferacién de
fibroblastos puede estar asociada con la produccién autocrina de factores de
crecimiento, lo que llama la atencién es que en la mayoria de los articulos refieren |
que a dosis bajas de radiacion con LASER de baja potencia se estimula la
proliferacion de fibroblastos y a dosis altas se inhibe o bien no hay cambios
significativos en la estimulacion o inhibicion de fibroblastos. Por lo tanto este tipo de
estudio preliminar es de mucha utilidad ya que es la base para modificar la densidad
de radiacion, o la concentracion de suero bovino fetal, o la biodosis, en otros

protocolos de investigacion.
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