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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue comparar la densidad de la neoformacién Gsea
(DNO) de los alveolos dentales tratados con y sin aplicaciones de laser de baja
intensidad (TLBI); para lo cual, se realizé un estudio experimental en 20 ratas
Holtzman macho albinas. A cada espécimen se le extrajeron los primeras molares
inferiores bilateralmente; asignandose al azar el lado con la TLBI (grupo
experimental) sometido a una aplicacion interdiaria de 40mW por 20 segundos,
por 6 dias y sin la TLBI (grupo control). Posteriormente, las ratas fueron
asignadas aleatoriamente en dos grupos segun fecha de sacrificio (7 y 14 dias); y
se subdividié en 10 alveolos por subgrupo. El analisis de la DNO histolégica fue
evaluado mediante la técnica de la histomorfometria 0sea. Los datos fueron
analizados estadisticamente (T-Student; p<0,05). La DNO en los alveolos con y
sin TLBI a los 7 dias no mostro diferencia estadisticamente significativa; empero,
a los 14 dias, si mostro6 diferencia con un p=0,017, obteniéndose una DNO entre
los grupos con y sin TLBI de 55,24% y 69,24%, respectivamente. Concluimos
que la TLBI, no influye en la DNO en alveolos post-extraccion en mandibula de

ratas.

Palabras Clave: Terapia por Laser, Regeneracion oOsea, ratas Holtzman.



ABSTRACT

The purpose of the research was to compare the density of bone formation (DBF)
in the sockets treated with and without low level laser therapy (LLLT); for which,
twenty male Sprague Dawly albino rats were used in this experimental study.
Each specimen was extracted lower first molars bilaterally; randomly selecting the
side with LLLT (experimental group) every two days application of 40mW for 20
seconds, for 6 days, and without LLLT (control group). After, rats were randomly
divided into two groups according to the time of sacrification (7 and 14 days); and
was subdivided into ten sockets by subgroup. Histological analysis was evaluated
by the histomorphometry technique. The data were statistically analyzed (T-
Student, p <0.05). The area of bone trabeculae in the sockets with and without
LLLT at 7 days showed no significant difference; however, at 14 days, showed
difference (p = 0.017), having between groups with and without LLLT of 55.24%
and 69.24%, respectively. We conclude that LLLT does not influence the DBF in

post-extraction sockets in rats jaw.

Key Words: Low-Level Laser Therapy, Bone Regeneration, Sprague Dawly rats.



I. INTRODUCCION

En los Ultimos afios, se han debatido diversos métodos que garanticen resultados
optimos en la reparacion 6sea. Con ello, se estdn desarrollando innovadores
enfoques clinicos que buscan acelerar la cicatrizacién 6sea del alveolo; siendo
este un proceso complejo que requiere diversos sucesos biolégicos y celulares. Es
por ello, que estos enfoques buscan mejorar estas condiciones, asi como, acelerar

la reparacion del tejido 6seo alveolar.*?

El laser es una nueva herramienta tecnoldgica que ha sido incorporada en el
campo de la Odontologia, la cual trae una amplia gama de aplicaciones,
aparentemente ventajosas para el paciente durante los tratamientos
convencionales. Esta herramienta contiene diferentes sustancias que al excitarse,
por una fuente de energia, producen un haz de luz. Segun su clasificacion en base
a su intensidad, existen dos categorias: Laser de alta intensidad o también
conocidos como quirdrgicos, con la finalidad de efectos de corte, vaporizacion y
propiedades de hemostasia; y los laseres de baja intensidad 6 conocidos también
como terapéuticos, con propiedades analgésicas, antiinflamatorias y de

bioestimulacién.*

En la actualidad estan en constante investigacion los beneficios del laser de baja
intensidad, como alternativa terapéutica no invasiva que busca demostrar su
bioestimulacion celular, aumentando o disminuyendo las funciones celulares en
diferentes estructuras anatémicas.? Asimismo, se contintia estudiando sus efectos
analgésicos, anti-inflamatorios, inmunologicos, reparativos y/o regenerativos a
nivel de los tejidos orales;>>® y especificamente en este estudio, la estimulacion a
la osteogénesis logrando la aceleracion de la cicatrizacion 6sea de los alveolos

dentales.

Es por ello que el proposito de la presente investigacion fue comparar mediante
histomorfometria dsea la densidad de la neoformacion dsea del alveolo dental
tratado en mandibula de ratas Holtzman con y sin aplicaciones de laser de baja

intensidad.



Il. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

En la practica clinica se observan pacientes buscando tratamientos con resultados
optimos con el mayor confort y el minimo de secuelas durante y/o post-
tratamiento; siendo la extraccion dental una situacién clinica frecuente que
requiere de 4 a 6 meses de cicatrizacion, lo que significa un problema terapéutico

para los pacientes que desean su tratamiento de manera inmediata o a corto plazo.

A través del tiempo se han realizado diversos estudios buscando alternativas de
tratamiento, encontrdndose una diversidad de materiales para este fin; empero,
diversos factores generan desventajas en el tiempo post operatorio para que el
paciente pueda obtener los resultados esperados. Hasta la fecha, solo se han
tratado de mejorar dichos materiales; sin embargo, existen pocas investigaciones
dirigidas a desarrollar nuevas alternativas de tratamiento con el fin de acelerar la

cicatrizacioén de los alveolos dentales.

El uso del laser de baja intensidad y su mecanismo de accion en el tejido vivo no
se conoce completamente. La energia emitida por el laser es absorbida por los
cromatdforos intracelulares para convertirlos en energia metabdlica, actuando
como un factor inductor para el aumento de la produccién de matriz dsea, por el
efecto antiinflamatorio y el incremento de la vascularizacion. Estas caracteristicas
pueden resultar en aumento de la liberacion de factores como la

microvascularizacion; lo que acelera la reparacion del hueso.*°

En la actualidad, solo se han tratado de mejorar biomateriales en estudios
experimentales y clinicos en el contexto de la calidad y cantidad de regeneracion
6sea?®; sin embargo, la neoformacion Gsea en alveolos post-extraccion con las
aplicaciones del laser de baja intensidad no ha sido lo suficientemente
evidenciado cientificamente, por lo cual es de preocupacion para el odontologo
general y el especialista considerarlo como una alternativa de tratamiento; es por

ello, que en la presente investigacion se compar6 la densidad de la neoformacion



O0sea en alveolos dentales en mandibula de ratas, con el fin de evaluar la

cicatrizacion Gsea tratados con y sin terapias de laser de baja intensidad.



I1l. MARCO TEORICO

El término “laser” se origind6 como un acronimo de amplificacion de luz por
emision estimulada de radiacion, la cual es producida por un dispositivo o diodo
emisor de luz (LED) que emite fotones en un haz coherente.*81%11 |os laseres

emiten radiaciones del espectro ultrarojo, visibles, ultravioleta o de rayos X.!

La terapia de laser de baja intensidad (TLBI) es el tratamiento mediante
irradiacion con luz de baja intensidad,'! con una amplitud espectral estrecha en el
rango infrarrojo o cercano a la luz visible (NIR) que varia entre los 600nm a
1000nm de longitud de onda.®'®*2 La TLBI, a diferencia de otros procedimientos,
no utiliza un mecanismo térmico o ablativo, sino un efecto fotoquimico y
fotodinamico con la finalidad de modificar el metabolismo celular, brindando
reduccion del dolor, mejores resultados inflamatorios y la bioestimulacion

celular.47.910.13

Asimismo, esta radiacion no ionizante no es invasiva y es muy bien tolerado por
los diferentes tejidos, no produciendo efectos mutagénicos ni riesgos al receptor.
Esta terapia puede ser aplicada en maltiples ocasiones, teniéndose efectos
predominantemente analgésicos mediante la estimulacion de la liberaciéon de
endorfinas e inhibicion de las sefiales nociceptivas, efectos anti-inflamatorios tales
como la reduccion del edema tisular y la hiperemia vascular; y bioestimulantes
que aumentan la microcirculacion, como proliferacion celular endotelial;” y con

ello lograr la cicatrizacion de heridas en menor tiempo de lo esperado.*"913

La terapia de laser de baja intensidad tuvo sus inicios en el area de la salud en el
afio 1960 con la invencion del laser rubi y en 1961 con el laser de helio-nedn
(HeNe).® En el afio 1962 se introdujo el LED, una fuente de luz semiconductora
que emite luz roja de baja intensidad.® Posteriormente, en el afio 1964 se
desarroll6 el laser Nd:YAG, el primer laser para odontologia, con una longitud de
onda de 1064 nm, causando menos dafio térmico en comparacion al laser rubi.*
Luego el Dr. Endre Mester en el afio 1967, en la Universidad de Medicina
Semmelweis en Budapest, Hungria, realiz6 un estudio con el propdésito de evaluar

si el “rayo de luz” producia cancer en ratones; sin embargo, al realizarlo se obtuvo



resultados inesperados. Este experimento consistio en afeitar la espalda de los
ratones y realizar aplicaciones de laser rubi de baja intensidad (964 nm) al grupo
experimental, obteniendo en este grupo el crecimiento del pelo en menor tiempo

comparado con el grupo control, sin observarse desarrollo de cancer.”®*°

Con el transcurrir de los afios, los diversos estudios realizados con los laseres,
demostraron que si es insuficiente la radiacion y/o el tiempo, entonces no se
obtendra respuesta. Asimismo, si al menos una de estas es demasiado alta o larga,
entonces la respuesta sera inhibida.® Esta respuesta es conocida como bifésica
descrita por Hugo Schulz en el afio 1887, quien publico un documento que
muestra varios venenos a dosis bajas que producen un efecto estimulante.l®®
Posteriormente, entro en contacto con el psiquiatra R. Arndt y juntos desarrollaron
un principio que mas tarde se conocié como la “Ley de Arndt-Schulz”, afirmando
gue una débil dosis de estimulos acelera ligeramente la actividad y viceversa,
estimulos mas fuertes pueden elevarlas ain mas, pero si alcanza el pico,

finalmente se logra una respuesta negativa.?®

En base a los hallazgos iniciales de Schulz, en 1896 Ferdinand Hueppe, mostré la
inhibicion de la estimulacion bacteriana a altas/bajas dosis por agentes toxicos, el
cual es conocido como la Regla de Hueppe. Hoy en dia, este principio se le
denominé como ‘“hormesis” acufiado por primera vez en 1941 y la primera
referencia en 1943, que posteriormente ha sido discutido varias veces en la

investigacion de la TLBI.®

El dispositivo laser consiste en sustancias liquidas, sélidas o de gas, que al
excitarse por una fuente de energia produce un haz de luz.* Existen diversas
clasificaciones de laseres; sin embargo, las mas utilizadas en el area de la salud se
dividen en dos categorias: los laseres de alta intensidad o quirdrgicos y los laseres
de baja intensidad o terapéuticos.* Los laseres terapéuticos utilizan bajos niveles
de luz roja e infrarroja cercano a la luz visible, y se caracterizan por su baja
densidad de energia frente a otras formas de terapia de laser que producen
ablacion, corte y coagulacion térmica.* Asimismo, este tipo de laser es clasificado
sanitariamente como Clase Ill; y se utiliza para tratamientos de lesiones de tejidos

blandos y duros.*58



Para lograr que la luz penetre eficazmente en los tejidos, se requiere de
cromdforos responsables del color, que se encuentran en los tejidos bucales
(melanina, hemoglobina y oxihemoglobina)®2® que poseen bandas de alta
absorcion a longitudes de onda menores de 600nm.2 Es por ello que para tratar el
tejido superficial se necesita longitudes de onda en el rango de 600 a 700nm; y
para tejidos mas profundos, longitudes mas largas en el rango de 780 a 950nm;
habiéndose descartado las longitudes de onda en el rango de 700 a 770nm para el
tratamiento en los tejidos, debido a que se ha encontrado limitacion en la actividad
bioquimica, y por lo tanto, ya no se utilizan.®

Existen diversos sistemas de laser de baja intensidad; siendo los mas comerciales
el Helio-Nedn (HeNe) que emiten longitudes de onda de 632,8nm, helio-nedn-
arseniato (He-Ne-As) con longitud de onda entre los 780-870nm, Galium-
aluminio (GaAl) entre los 630-685 nm, Oxido de itrio aluminio dopado con
Neodimio (Nd:Y3Als012 - Nd:YAG) que emite una longitud de onda de 1064 nm,
galio-arseniato (Ga-As) con una longitud de 904 nm y laseres de diodo Galium-
aluminio-arseniuro (GaAlAs) con una longitud de onda aproximadamente de 780-
830nm;*%1214 asi como LED con una banda de emision entre los 670 a los
950nm.*? Estos LEDs emiten una irradiancia cominmente de 5mW/cm? a 5
W/cm?, generando con poca potencia hasta 10W pulsada, o en algunas ocasiones

continua con 1mw."8

La TLBI ha demostrado efectos analgésicos, antiinflamatorios y de
bioestimulacion de la fototerapia; sin embargo, para que este tratamiento sea
eficaz depende de pardmetros de irradiacion del sistema laser tales como longitud
de onda, potencia, densidad de energia y tiempo de exposicién. EI momento de la
aplicacion y la radiacion repetida durante un cierto periodo debe ser seleccionado
segun cada tratamiento; asi como la combinacion correcta de los parametros para
lograr los efectos deseados.*”#141°> Una inadecuada eleccion de estos parametros
puede dar como resultado una efectividad reducida, o incluso un resultado

terapéutico negativo.?4

En los principios fotobioldgicos se demuestra que el espectro de luz visible no

pasa a través de la mano; sin embargo, el rojo lejano y el infrarrojo cercano en el



rango de 660 a 900nm penetran muy bien, con dos picos entre los 725nm vy
810nm. Es por ello, que la mayoria de los dispositivos TLBI utilizados en
odontologia estan dentro del rango de 600-1000 nm.”® Esta informacion es
relevante para el investigador para la eleccion de la longitud de onda; no obstante,

no existe una longitud de onda 6ptima que sea universalmente aceptada.’

Cabe recalcar que para la penetracion tisular eficaz de la luz, se debe tomar en
consideracion los fotoreceptores del huésped, tales como la hemoglobina y la
melanina; pues no es bien absorbido por los tejidos duros, en el cual provoca un
efecto de fusion y recristalizacion como en el caso de la dentina.'* Es por ello que
se recomienda seleccionar una longitud de onda bien definida segin los
fotoreceptores, siendo los mas estudiados los derivados de hematoporfirina (620-
650 nm), cianina (600-805 nm), fenotiazina (620-700 nm), agentes fitoterapicos
(550-700 nm), ftalocianinas (660-700 nm), derivados de xanteno, acridinas, cloro
y merocianinas. La fenotiazina tiene una mayor absorcién entre 620-660 nm, por
lo tanto, son utiles en la TLBI debido a su penetracidn eficiente y a su produccion
suficiente de oxigeno.!* Es asi que la penetracion tisular eficaz de la luz y la
longitud de onda especifica absorbida por los fotoreceptores son dos principales

parametros a considerar en la TLBI.*°

Con respecto a la dosis de energia (J) y densidad de energia (fluencia) (W / cm ?)
son con frecuencia referido incorrectamente como “dosis”. Ambos son calculos
distintos, en el cual, la dosis de energia depende del tiempo (segundos) empleado
y de la potencia (W) de emision utilizada, a diferencia de la densidad de energia
que es obtenida del resultado de la potencia (W) entre el area del haz del laser
(cm?), o también obtenida por la Energia (J) empleada sobre dicha area (cm?).
Asimismo, el término radiométrico correcto es la irradiancia.’” La potencia que se
utiliza con frecuencia estd en el intervalo de 1-1000 mW y varia ampliamente

dependiendo de la aplicacion particular.®

En la clinica se asume que el laser emite una irradiancia uniforme y de forma
gaussiana (distribucion normal); sin embargo, si la punta del laser esta a mayor
distancia de la lesion o el area a tratar, disminuye. A medida que la irradiancia sea

mas baja, o el tiempo de emision sea méas corto, probablemente no se encontrara



efecto significativo. Asimismo, si la irradiancia es demasiado alta, o el tiempo de
tratamiento es demasiado largo, probablemente el beneficio se suprime o se
producen efectos inhibitorios no deseados; incluso es posible que se induzca a

algunas células a su division y a otros a su apoptosis.>’814

Por otra parte, la medicion que abarca el area del haz es de gran importancia para
obtener el calculo exacto de la irradiancia; empero, ha sido erréneamente
interpretado por muchos investigadores, debido a que los rayos emitidos por los
laseres diodos no son redondos (Distribucion Gaussiana), y por ello es con

frecuencia mal informado.’

Una respuesta eficaz en los tejidos depende de la irradiancia que se aplica y el
tiempo de dicha aplicacion. Ademas, la irradiancia en una primera etapa y la
repetida en varias sesiones, podrian obtener distintas cantidades de eficacia.™®
Asimismo, la 6ptima irradiancia y tiempo lograrian la estimulacion esperada, y
efectivamente mejorar el crecimiento celular sin perjudicar la sintesis de
proteinas.®* Esta respuesta es a menudo comparado con la respuesta bifasica
“Ley de Arndt-Schulz”, previamente mencionada.® Es asi que en la década de los
70° con la curva dosis-respuesta bifasica de la TLBI, se demostré que mas, no

significa necesariamente mejor.°

Esta respuesta del tejido frente la irradiancia es conocida como la efectos de la
TLBI o fotobiomodulacion, que debido a la aplicacion de luz en una zona, y solo
por accion y estimulacion directa de la luz, el sistema bioldgico vivo tiene algln
efecto; lo que respalda que, para experimentos fotobioldgicos debe producirse
efectos fotoquimicos y posteriormente fotofisicos y/o fototerapedticos.®*’ Es
decir, la TLBI actta mediante la induccion de una reaccion fotoquimica en la
célula, un proceso referido como la bioestimulacién o fotobiomodulacion;
utilizando energia de luz laser para afectar la respuesta biologica de la

célula.+81415

La primera ley de la fotobiologia sustenta que para gque se obtenga algun efecto,
esta debe ser absorbida por la fotoquimica que se produzca de las células huésped,

independientemente del tiempo de irradiacion.”® Los fotones emitidos deben ser



absorbidos por las bandas electrénicas pertenecientes a algunas moléculas
fotoreceptores, o cromdéforos.® Por lo tanto, la TLBI no es un mecanismo térmico
ni ablativo, sino méas bien un efecto fotoquimico comparable a la fotosintesis en

las plantas, en la cual la luz es absorbida y ocurre un cambio quimico.*1°

El cromdéforo es una molécula o parte de ella, que brinda el color y se presenta de
dos formas: sistemas de electrones pi conjugados y complejos metalicos.® Existen
diversos croméforos tales como la clorofila, hemoglobina, mioglobina, porfirinas,
flavinas, flavoproteinas y citocromo ¢ oxidasa (CCO); siendo los principales
croméforos del tejido, las hemoglobina y la melanina, los cuales tienen bandas de

alta absorcion a longitudes de onda mas cortas.%*

Al aplicar la TLBI, la luz incide en el tejido biolégico, gran parte de ella se
absorbe, parte de ella es reflejada o dispersa, y finalmente, parte de ella se
transmite.®* La luz en el tejido se absorbe y se dispersa mucho mas alto en la
region del espectro azul frente al rojo; asimismo, en animales y seres humanos,
casi exclusivamente rojo e infrarrojo cercano a la luz (600-1100 nm), debido a que
la hemoglobina no absorbe en esta region y la luz puede penetrar profundamente
en los tejidos vivos.>1%12 Ademéas es importante conocer que los tejidos tienen
propiedades oOpticas que son de considerable importancia para responder al
mecanismo de accion de la TLBI. Es asi que la maxima penetracion eficaz de la
luz en el tejido se conoce como “ventana optica” y se extiende aproximadamente

entre los 650nm hasta los 1200nm.%1°

La absorcién de la luz en el tejido es el principal responsable de los efectos y
respuestas celulares. Los fotones de la luz tienen estados de energia que son
cuantificados; es por ello, que la absorcién de un fotén ocurre solo durante la
diferencia de dichos estados de energia cuantificados. Por otra parte, la dispersion
en el tejido es el primer paso en todo este proceso, en el cual, se determina la
distribucién del volumen de la intensidad de la luz sobre el tejido; ademas de estar
acompafiada por un cambio en la direccion de la propagacion sin pérdida de

energia, y por ello su gran importancia.'*



El mecanismo de la TLBI aun no estd bien establecido; sin embargo, esta
absorcién monocromatica visible y cercana al infrarrojo al parecer tiene una
amplia gama de efectos en los niveles moleculares, celulares y tisulares.® La
literatura describe dos teorias: la primera propone que la luz de una longitud de
onda especifica activa la cadena respiratoria mitocondrial de las células, y en la

segunda que la luz actda abriendo los canales de calcio en la membrana celular.®
8,10,12,14

Basadndonos en la primera teoria a nivel mitocondrial, ocurren reacciones
fotoquimicas primarias, en las que en la primera ocurre la accion fotodinamica de
sensibilizadores enddgenos, tales como los cromdéforos; la segunda respalda la
fotorreactivacion de superoxido dismutasa; y la tercera reaccion demuestra la
fotolisis de complejos de proteinas que contienen metal con el 6xido nitrico que
provoca la liberacion de NO libre y reactivacion de los portadores de la

respiracion.6-810.12.14

Las mitocondrias al ser la fuente principal de energia de la célula (ATP), absorben
la luz emitida pudiendo modular las reacciones bioquimicas celulares y estimular
la respiracién mitocondrial, a través de la produccién de oxigeno molecular y la
sintesis de ATP.2 La fotorecepcion en la mitocondria no sélo intensifica el
metabolismo respiratorio; sino también las propiedades electrofisioldgicas de la
membrana, promoviendo asi cambios en la fisiologia celular. Por otra parte, con el
aumento en la sintesis de ATP se acelera la velocidad de la mitosis celular.* Sin
embargo, la influencia de la TLBI se extiende mucho mas alla de aumentar la
produccion de ATPs. Parte del oxigeno presente se metaboliza produciendo
especies reactivas de oxigeno (ROS), como un subproducto natural.”'° Cada
célula puede contener hasta miles de mitocondrias y en la mayoria de células de
mamiferos, las mitocondrias son una fuente importante de ROS, que frente a su

fosforilacion oxidativa y modulacion generan mayor produccion de ATPs.81015

Quimicamente las ROS son moléculas activas que juegan un papel importante en
la sefializacion celular, la regulacion de la progresion del ciclo celular, la
activacion de la enzima, y la sintesis del &cido nucleico y de las proteinas; que de

manera reversible afecta las funciones en la mitocondria, el citosol y el nicleo.®°
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ROS son pequefias moléculas que incluyen iones de oxigeno tales como
superdxido, radicales libres tales como el perdxido de hidrégeno, el radical
hidroxilo, y perdxidos organicos. ROS son altamente reactivos con moléculas
bioldgicas tales como proteinas, &cidos nucleicos y lipidos insaturados. Ademas,
las ROS estan involucradas en las vias de sefializacion de la mitocondria al
nacleo. Se cree que las células tienen sensores redox cuya funcion es detectar
niveles potencialmente dafiinos de ROS que pueden causar dafio a las células, y
luego inducir la expresion de las defensas anti-oxidantes, tales como superdxido

dismutasa (Cu-Zn-SOD) y catalasa.®

Segin la accion patogena de superdxido (O%) se producen dos reacciones:
formacién de iones de hierro ferroso y la union del 6xido nitrico. La accién
protectora del SOD se basa en la disminucion en la concentracion de radicales
superdxido a causa de la dismutacion; ademéas de la seguida eliminacion del
perdxido de hidrogeno en las reacciones catalizadas por la glucosa peroxidasa y la
catalasa. El exceso de O% es la primera causa de la accion patogena, en la cual, se
libera hierro ferroso en forma de ion ferroso libre (Fe?*) a partir de la penetracion

O? en la ferritina desde los diferentes depositos de las células.*?

La segunda causa de la accion patdgena del superdxido es la union del exceso de
este radical al 6xido nitrico. Las células endoteliales, sanguineas, macréfagos
tisulares, entre muchas otras células liberan radicales de superéxido vy
simultdneamente producen oOxido nitrico. Ambas moléculas interactian en forma
activa formando aniones de peroxinitrito, para luego formar el radical hidroxilo.
Los aniones de peroxinitrito tienen un efecto extremadamente citotoxico. Por ello,
la importancia de la extraccion de uno de estos componentes previo a la formacion

del peroxinitrito.*2

El fendbmeno de la fotoreactivacion del superéxido dismutasa (Cu-Zn-SOD) fue
descubierto en los estudios de la accion del laser de He-Ne en la cicatrizacion de
heridas. Probablemente, se asocia parcialmente con la intensificacion de la
proteccion antirradical en el area de la herida. La adicion del superoxido

dismutasa (SOD) en el exudado elimina los radicales superoxido; asi como la
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adicion de catalasa elimina los radicales del perdxido de hidrdgeno. Se esperaria
que la actividad de la catalasa o superoxido dismutasa en el exudado reduzca
inicialmente los radicales, bajo algunas condiciones y radiacion laser reactivado.
Como resultado, la concentracion del superdxido estacionario disminuye en las
células y tejidos en los que este radical se forma constantemente, en especial bajo

condiciones patoldgicas.?

Dentro de la influencia de la TLBI se produce una serie de cambios citosdlicos,
los cuales, inducen a la expresion de factores de transcripcion regulados.®° Estos
cambios actuan a través de intermediarios como el monofosfato de adenosina
ciclico (cCAMP) y la proteina quinasa D (PKD) para activar factores de
transcripcion AP-1 y factor kappa B nuclear (NF-kB) que resulta en cambios en la
expresion génica y la posterior sintesis de proteinas.3 Varios de los factores de
transcripcion estan regulados por estos cambios en el estado redox celular, pero el
mas importante es el NF-kB.%1% Ademas tenemos el factor activador redox-1 (Ref-
1) dependiente de la proteina-1 (AP-1), factor nuclear kappa B (NF-kB), p53, la
activacion de factor de transcripcion / cAMP-elemento respuesta - proteinas de
unién (ATF / CREB), factor inducible por hipoxia (HIF-1), y HIF- como
factor. Es asi que estos factores de transcripcion inducen a la sintesis de proteinas
que desencadenan efectos adicionales, tales co,mo aumento de la proliferacion
celular y la migracién, la modulacion de los niveles de citoquinas, factores de
crecimiento y mediadores inflamatorios, y aumento de la oxigenacion de los

tejidos.®

Por otra parte, las mitocondrias no sélo son fuente principal de ATPs y de ROS,
sino que también sintetizan 6xido nitrico (MtNO) frente a tejidos estresados,
hipdxicos o isquémicos. Este mtNO compite constantemente para desplazar el
oxigeno de la unién al citocromo c oxidasa (CCO) en la cadena de transporte de
electrones, el cual, es una enzima fundamental para la produccion de energia. Es
por ello, que al aumento de las concentraciones del mtNO puede inhibir la
respiracion celular; ademas de reducir la sintesis de ATP y aumentar el estrés

oxidativo, que conduce a la inflamacién.”912
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Con respecto a lo previamente mencionado, se ha propuesto que la TLBI podria
funcionar debido a la fotolisis y/o fotodisociacion de mtNO a partir de CCO,
invirtiendo asi la inhibicion mitocondrial de respiracion debido a la excesiva
union de mtNO.® Asimismo, la fotodisociacion de NO ocurre a partir de sus sitios
de unién en el hemo-hierro y centros de cobre donde competitivamente inhibe la
unién de oxigeno y reduce la actividad enzimatica necesaria, lo que permite una
afluencia inmediata de oxigeno y la reanudacion de la respiracion y la generacion

de especies reactivas del oxigeno.%?

Es posible que la baja irradiancia de luz roja / NIR produce una pequefia cantidad
de NO a partir de las mitocondrias por disociacion de los almacenes intracelulares
(como los nitrosotioles, NO ligado a hemoglobina o mioglobina, o disociacion de
NO del CCO). Un segundo mecanismo para la produccién de NO es el aumento
mediado por luz de la actividad de nitrito reductasa del citocromo ¢ oxidasa. Y
una tercera posibilidad es que la luz puede causar un incremento de la actividad de
una isoforma de la sintasa de o0xido nitrico, posiblemente por el aumento de los
niveles de calcio intracelulares. Se propone que esta baja concentracion de NO
producida por la iluminacion sea beneficiosa a través de las vias de sefializacion

celular.1°

El complejo IV ¢ también conocido como el citocromo c oxidasa, es un gran
complejo de proteina transmembrana, que consiste en dos centros de cobre y dos
centros de hemo-hierro, el cual, es un componente de la cadena respiratoria de
transporte de electrones.®* En el caso de los espectros de absorcion obtenidos por
el CCO en diferentes estados de oxidacion demostraron ser muy similares a los
espectros de accion para las respuestas bioldgicas a la luz. Por lo tanto, se propuso
que el CCO es el fotoaceptor primario para la gama de color rojo-NIR en células
de mamiferos. Es por todo ello, que el cromdforo CCO o complejo 1V es crucial

en la respuesta celular a la TLBI.”1014

Basandonos en la segunda teoria a nivel de la membrana celular, la accion de la
peroxidacion de lipidos en la capa de fosfolipidos de las membranas llevan a
varios efectos principales; tales como: el aumento selectivo de la permeabilidad de

los iones H* y radical OH"; aumento de la permeabilidad a los iones Ca?*; y la

13



disminucion de la estabilidad eléctrica lo que puede provocar una “auto-ruptura”
de las membranas por su propio potencial eléctrico. Asimismo, se afiade que en
las membranas celulares, la oxidacién de grupos SH y dafios a la bomba de calcio
(Ca?*-ATPasa) que altera la permeabilidad de los canales para iones Ca?". Uno de
los principales resultados de todos estos efectos es un aumento intracelular de la

concentracion Ca?* como efecto de la TLBI.512

Por las diversas reacciones previamente mencionadas se genera y almacena
energia, lo cual, puede ser utilizado por el sistema para realizar diversas tareas
celulares; y con ello provocar principalmente un aumento en productos
mitocondriales como ATP, NADH, ARN, proteinas y aumento del consumo de
oxigeno. Lo que lleva a la reduccion de los mediadores inflamatorios, el aumento
del metabolismo, la proliferacion celular y la maduracion, el aumento de la

cantidad de tejido de granulacion, induciendo al proceso de reparacion.*81012

La TLBI también mejora la proliferacion, la maduracion, y la motilidad de los
fibroblastos, y aumenta la produccion de factor de crecimiento de fibroblastos
bésico. Los linfocitos se activan y proliferan mas rapidamente, y aumentan la
maduracion de las células epiteliales, permitiendo que las heridas se reparen con
mayor rapidez. La capacidad de los macrofagos para actuar como fagocitos
también se ha mejorado en virtud de la aplicacion de la TLBI.*8% Con ello
aumenta la actividad fagocitica y quimiotactica durante las primeras etapas de la
reparacion de tejidos (aproximadamente 6 horas después de una lesion),
facilitando la limpieza de la herida y el establecimiento de las condiciones

necesarias para la posterior fase proliferativa.*

A nivel del tejido 0seo especificamente, estudios in vitro que utilizaron células
osteoblasticas frente a la TLBI demostraron un aumento en la actividad
mitocondrial, mayor sintesis del ADN y ARN de los osteoblastos, formacion de
nodulos 6seos, expresion del gen de osteopontina y osteocalcina, aumento de la
actividad de la fosfatasa alcalina; aumentando la proliferacion y diferenciacion de
osteoblastos, equilibra la produccion y diferenciacion de fibroblastos, inhibicién
de la secrecién de algunos mediadores quimicos de la inflamacién; y aumenta la

circulacion de la sangre periférica.>3#>!3 Con ello aumenta el potencial para la
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remodelacion y la reparacion dsea.®* Estudios histopatoldgicos realizados en
animales que recibieron TLBI (GaAs, GaAlAs), con fracturas dseas 0 expansion
rapida maxilar revelaron aumento de fibroblastos y tejido osteoide; logrando una
rapida osificacion y aumento de la densidad mineral 6sea en comparacién con el

grupo control (sin TLBI).>®8

A nivel vascular, la TLBI estimula la proliferacion de las células endoteliales, el
cual permite la formacion de mayor cantidad de vasos sanguineos y produccién de
tejido de granulaciéon. Es asi que se estimula la relajacion del mdsculo liso

vascular y por ello contribuye a los efectos analgésicos.*

Los efectos de la TLBI permiten el alivio del dolor; mejora los trastornos
articulares crénicos; aumento de densidad Osea en fracturas, expansiones y
defectos; actividad antimicrobiana (Prevotella sp.y Fusobacterium sp.);
disminucion del edema, eczema y dermatitis; entre otras aplicaciones con
resultados favorables.248121415 Asimismo, se han realizado estudios de la TLBI
incorporada a la terapia periodontal no quirdrgica, mejorando significativamente
el indice del sangrado al sondaje (SBI), nivel clinico de insercion, y los niveles de
la profundidad de sondaje (PD) en comparacion con el grupo de control.** Sin
embargo, la aceleracion en la cicatrizacion de alvéolos post extraccion dental aun
estd en constante investigacion, siendo una situacion clinica muy frecuente. Es asi
que en la actualidad se busca demostrar su bioestimulacion y aceleracién en la
neoformacion dsea, ademas de estimular la sintesis de colageno, que es el

principal responsable de la matriz osteoide.

Las diferentes situaciones que se presentan en la consulta odontoldgica pueden
hacer necesaria la extraccion dental; caries avanzadas, traumatismos, lesiones
endodonticas, defectos del desarrollo o periodontitis avanzadas; para lo cual, se
debe tener en cuenta que la extraccion dental debe ser lo menos agresiva posible,
ya que tras realizar la exodoncia, se produce una reabsorcion 6sea dando lugar a
una atrofia de la cresta alveolar y a un colapso de los tejidos blandos.'® Es por
ello, con el objetivo de reducir los cambios dimensionales verticales y
horizontales del alveolo tras la extraccion dentaria, esta debe ser lo mas

atraumaética posible, respetando en todo momento los tejidos blandos adyacentes,
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especialmente el periostio. Ademds, se debe cortar las fibras del ligamento
periodontal mediante un bisturi o periostotdémo afilado y en el caso de dientes
multirradicuales, especialmente cuando estos presentan raices divergentes, se
realizard la radiculo seccion para facilitarla salida del diente y evitar fracturas
indeseables tanto de las raices como de las tablas 6seas. 01”18

Al extraer un diente se inicia una sucesion de procesos dentro del alvéolo que
cicatrizara por completo de unos 4 a 6 meses.'®?? Es asi que, inmediatamente
después de la extraccion del diente, el alveolo se llena de sangre formando un
coagulo, el cual se sustituye por tejido de granulacién dentro de una semana. En la
curacion de la herida, las células epiteliales migran por debajo y se protegen por el
coagulo de sangre; en cambio en la curacion del alveolo dental, el epitelio migra
sobre el tejido de granulacion para cubrir la curacion. Esto sucede porque este
tejido inflamatorio es reconocido como tejido conectivo por las células

epiteliales.?°

El tratamiento para la cicatrizacion de heridas es un proceso complejo, el cual
requiere de acciones celulares y biolégicas como proliferacion celular,
diferenciacion, sintesis y liberacion de citoquinas, factores de crecimiento y otras
proteinas. Asimismo, para la cicatrizacion de los alvéolos dentales incluye
formacién y maduracion del coagulo sanguineo, infiltracion de fibroblastos para
sustituir al coagulo, y establecer una matriz Optica que posteriormente se

reemplazara con neoformacion dsea y finalmente, hueso laminar y médula 6sea.*

El proceso de reparacién constituye una reaccion tisular dinamica, que comprende
diferentes fenébmenos tales como la inflamacion, la proliferacion celular y la
sintesis de elementos de la matriz extracelular, incluyendo el colageno, elastica y

fibras reticulares.*

La inflamacion es la reaccion de los tejidos vivos vasculares a una lesion local.
Sirve para destruir, diluir o inmovilizar el agente agresor mediante la activacion
de una serie de procesos bioldgicos que reconstruyen el tejido dafiado tanto como
sea posible.* En este proceso se estimula la liberacion de sustancias como la

histamina, la serotonina y la bradiquinina; induce la liberacion local de citocinas,
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quimiocinas y otros modificadores de la respuesta bioldgica; ademas de activar la
produccion de &cido araquidonico y la conversion de las prostaglandinas en la
prostaciclina, en la que esta intrinsecamente relacionado con el proceso de
reparacion, que se inicia durante las primeras etapas de la influencia del agente

agresor.*>8

Aratjo y Lindhe?? en el 2005 realizaron un estudio en 12 perros de 1 afio de edad
de 10 kilogramos de peso, en los cuales evaluaron los cambios y alteraciones
dimensionales del alveolo después de la extraccion del diente, asi como los
procesos de modelado y remodelacién asociado con dicho cambio. Se realiz6 las
extracciones dentales de los cuatros premolares de ambas hemiarcadas
mandibulares, realizandose la evaluacién histologica a las 1, 2, 4 y 8 semanas

posteriores a las extracciones; observandose lo siguiente:
Primera Semana:

- La curacién de la mucosa que recubria el sitio de la extraccién mostrd signos
de inflamacidn. Estas areas podian ser identificadas como un contenido pobre
de colageno, pero rico en estructuras vasculares y de células de inflamacion.

- La parte interna del alveolo post-extraccion fue ocupada por coagulo, tejido de
granulacion, la matriz provisional y pequefias cantidades de nueva formacion

hueso.
Segunda Semana

- La mucosa del sitio de la extraccion carecia de células inflamatorias; sin
embargo, si se incluyd un tejido conectivo rico en fibroblastos. Las porciones
exteriores de la region crestal de ambas paredes Oseas estaban cubiertas con
osteoclastos, observandose también que varios osteoclastos se encontraron en
la superficie externa de las paredes de hueso bucal y lingual, apical de la
region crestal.

- Gran cantidad de neoformacion ocurrio en porciones apicales y laterales del
alveolo. Tejido de la matriz provisional residia en compartimentos centrales y

marginales del sitio experimental.
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Cuarta Semana

En la region crestal de las paredes dseas, no se pudo encontrar hueso; ademas,
en la region crestal de la pared bucal, una gran parte del hueso laminar
aparentemente habia sido reemplazado con tejido 6seo. La pared 6sea lingual
fue en este intervalo entre 1,3 +/- 0,1 mm y 1,6 +/- 0.1mm de ancho. Las
dimensiones correspondientes a la pared bucal eran 0.7+/- 0.2mm y 1.1+/- 0,2
mm, respectivamente.

Se observo tejido de la matriz provisional en las partes mas céntricas de la
toma. El tejido mineralizado y el hueso ocuparon los segmentos restantes del
sitio. La porcién de tejido mineralizado se compone principalmente de tejido

dseo, que parecia estar en el proceso tanto de modelado y remodelacion.

Octava Semana

La pared oOsea lingual fue también, en este intervalo, considerablemente méas
ancha que la pared vestibular. Ademas, la cresta del hueso vestibular se
encuentra a 2 mm apical a la cresta de la pared lingual. Se encontraron
numerosos osteoclastos tanto en la superficie exterior de la cresta, y en mas
regiones 6seas apicales del bucal.

Osteoclastos dispersos fueron encontrados en los lugares correspondientes de
la pared Osea lingual.

La parte interna de la region alveolar fue ocupada por médula dsea; pero,
incluia pocas trabéculas de tejido mineralizado que estaban compuestos por

tejido 6seo y hueso laminar.

Entre los avances de alternativas de tratamientos para la aceleracion de la

neoformacion 6sea, contamos con la versatilidad del laser y sus aplicaciones. En

el area de la odontologia, han surgido diversos informes sobre efectos positivos de

la TLBI en la reduccion del dolor, en la reduccién de la inflamacion, en el

tratamiento de la mucositis, en la reparacion frente a dafios en los nervios después

de la extraccion del tercer molar, y paralisis después de la cirugia de la

mandibula.>>*® Asimismo, estudios realizados a nivel 6seo con efectos positivos

se encontraron que la TLBI contribuye a la osteogénesis del hueso palatino

durante y después de la expansion maxilar;>*3 sin embargo, estudios con efectos
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no significativos se encontraron en analisis microbiolégico en pacientes con

periodontitis moderada y en fijacion del implante.?>

Favaro-Pipi et al. (2010) investigaron y compararon los efectos de la baja
intensidad de ultrasonido (LIPUS) y la terapia con laser de bajo intensidad durante
el proceso de curacion del hueso por medio de analisis histopatoldgico e
histomorfométrico. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos
de 30 animales cada uno: el grupo de control (defecto 6seo sin tratamiento); el
grupo tratado con laser: (defecto 6seo tratado con laser), y el (defecto 6seo LIPUS
tratados con ultrasonido); asimismo, dividiéndose cada grupo en tres subgrupos (n
= 10) y en los dias 7, 13 y 25 después de la lesion. Las ratas fueron tratadas con
un 30 mW / cm? de baja intensidad ultrasonido pulsado y un laser de 830 nm a 50
J / cm?; obteniéndose buen porcentaje de neoformacion 6sea rodeado por tejido
conectivo altamente vascularizado que presenta una ligera actividad osteogénica,
con ser la deposicién de hueso primario observada en el grupo expuesto a laser en
el intermediario (13 dias) y las ultimas etapas de la reparacion (25 dias).
Finalmente se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en el analisis
histolégico e histomorfométrico del grupo experimental con el control; sin
embargo, no se observaron diferencias notables en las muestras tratadas con

ultrasonido, principalmente en las Gltimas etapas de la recuperacion.?

Mozzati et al. % en el 2012 publicaron el efecto de la terapia laser en proceso de
curacion alveolar en pacientes en espera para el trasplante de higado, se evalu6
inflamacion, osteogénesis, y los parametros clinicos. Doce pacientes con
insuficiencia hepatica de espera para un trasplante de higado, con indicaciones a la
extraccién bilateral, entraron en el estudio de boca dividida. Un defecto post-
extractivo fue tratado con laser, mientras que la otra se dejo sin tratamiento. Las
muestras de los tejidos blandos eran retirados de alrededor del diente antes de la
extraccion y después de 7 dias. La irradiacion con laser super pulsado impedido
IL-1B aumento e inducida por IL-6, IL-10, y el coladgeno I1l aumento a los 7 dias
en comparacién a su nivel antes de la extraccion, mientras que los otros
parametros fueron sin modificar. Ademas, la regeneracion epitelial mostré un

resultado positivo de la terapia con laser, y los pacientes informaron de menos
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dolor en el sitio tratado con laser. Concluyendo, que la terapia con laser parece ser
el tratamiento de eleccion para los pacientes debido a su eficacia clinica, la

seguridad, la buena tolerancia, y su capacidad para prevenir la inflamacion.

Korany et al. % en el 2012 evaluaron el efecto de la terapia con laser de baja
intensidad en el grado de reparacion 6sea en los defectos de 30 ratas macho
albinas suizos irradiadas, con un peso aproximado de 120 a 150 g. Los animales
fueron sometidos 6 radiaciones por el dispositivo (GaAlAs) laser de diodo. Tres
dias después de la irradiacion, se extrajeron las primeras molares inferiores
bilaterales, los cuales fueron irradiados inmediatamente después de la extraccion
de los lados izquierdos, mientras que las tomas de la derecha no fueron expuestos
al laser y sirvieron como control. Las ratas fueron asignadas al azar en tres grupos
(10 ratas cada uno) de acuerdo con la fecha de sacrificio, 3, 7 y 10 dias en los
grupos I, 11y 11, respectivamente. Cada grupo se subdividi6 en los subgrupos A'y
B (10 muestras cada uno), donde A representa el lado derecho de la mandibula y
B representa el lado izquierdo. Las muestras fueron tefiidas con hematoxilina y
eosina, tricromico de Masson. Se obtuvo que la TLBI aceleré la curacion del
hueso, mientras que, la radioterapia retraso la cicatrizacion 6sea inducida a lo
largo de los tres grupos experimentales. Asimismo, en el analisis
histomorfométrico revelé un aumento en el porcentaje de area de hueso trabecular
en los defectos con laser en comparacion con los de control en el grupo 11, siendo
estadisticamente significativa (p = 0,0274). Ademas el aumento en el porcentaje
de area de las trabéculas del hueso entre los defectos con laser y el control del
grupo 11 fue estadisticamente insignificante (p = 0,1903), concluyendo que en
una aplicacion modelo de rata de la TLBI con un dispositivo laser de diodos
GaAlAs puede mejorar la curacién del hueso y mineralizacion en los zdcalos

sometidos a radiacion gamma.

El-Maghrabyn et al. ® en el 2013 evaluaron los efectos de bioestimulacion y
regenerativos de la TLBI con radiaciones gamma en mandibula de cuarenta y
ocho ratas albinas machos ratas. La muestra fue dividida en dos grupos: grupo 1,
en la que el lado izquierdo de la mandibula fue sometido a tres sesiones sucesivas

de laser (cadencia) antes de la radiacion gamma de todo el cuerpo (2Gy / 3
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fracciones/semana); y grupo 2, recibio la radiacion gamma de todo el cuerpo (2
Gy / 3 fracciones / semana) antes de tres sesiones sucesivas de laser aplicadas a
lado izquierdo, siendo el lado derecho de ambos grupos como grupo control “no
laser”. Asimismo, cada grupo se subdividié en cuatro subgrupos iguales (a, b, c,
d) de acuerdo con el momento de la sacrificacion (3, 7, 14, 21 dias,
respectivamente); posteriormente fueron sometidas al analisis histoldgico,
histomorfométrico y de microscopia electrénica de barrido; obteniendo en el
grupo control trabéculas Oseas delgadas, irregulares y espacios medulares
ensanchados. Los lados con aplicaciones de laser en los grupos 1 y 2 demostraron
trabéculas 6seas regulares, gruesos y continuos. Microscopicamente, las fibras de
colageno del grupo control aparecieron dispuestas irregularmente y mas
espaciadas en comparacion con los grupos 1 y 2. Ademas, se observaron lagunas
osteociticas de tamafio normal en los grupos de laser, en comparacion con los
amplios espacios lagunares en el grupo control. El andlisis histomorfométrico
mostré un aumento significativo en el area de trabéculas oOseas, asi como la
anchura de hueso compacto, para los grupos de laser, demostrando aparentemente
que las aplicaciones de laser de baja intensidad atendan los dafios relacionados

con la radiacion en los huesos alveolares.
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JUSTIFICACION

En el terreno de la Periodoncia, Implantologia, Cirugia Oral y Maxilofacial a
menudo nos encontramos con pacientes que requieren extracciones dentales
provocadas por diferentes causas, siendo un reto terapéutico acelerar la

cicatrizacién del alveolo dental.

Existen en el mercado gran cantidad de biomateriales con el fin de mejorar la
calidad y cantidad de la neoformacion Osea, pero es claro que estos materiales
disponibles no son iguales en términos de su efecto biolégico, respuesta del
huésped y resultados clinicos; ademéas de los precios altos para los tratamientos
que los requieren; siendo complicado de manejar econdémicamente por los
pacientes o inaccesible para otros. Es por ello, la importancia de realizar mas

investigaciones en cuanto a nuevas alternativas de tratamientos.

Asimismo, el nivel en tecnologia y el equipamiento en los diferentes hospitales
del Pert han mejorado a través de los afios; por lo cual, conocer y manejar nuevas
alternativas de tratamiento para mejorar la calidad de atencion de los pacientes es
de gran importancia, para desarrollarnos y mantenernos constantemente

actualizados en el &mbito de la salud general y salud oral.

La presente investigacion tiene justificacion tedrico — cientifica porque permite
establecer histomorfométricamente los beneficios que se obtienen con las
aplicaciones de laser de baja intensidad para la aceleracién en la cicatrizacion y
neoformacion Gsea. Asimismo, tiene importancia clinica porque permite
desarrollar nuevos protocolos de tratamiento con una mayor neoformacion, en
menor tiempo y de facil manejo. Finalmente, tiene una importancia social, puesto
gue permite un mayor acceso de los pacientes a tratamientos de calidad debido
que las aplicaciones de laser no requieren de ningun material adicional para su

accion; y por ello es una alternativa econémica.

La investigacién es un aporte al conocimiento cientifico, porque determina si las
aplicaciones del laser de baja intensidad tienen excelentes resultados en la

neoformacion del tejido 6seo en los alvéolos post-extraccion. Ademas, estas
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aplicaciones permiten mayor accesibilidad a los pacientes debido a su bajo costo y
tratamientos quirdrgicos poco traumaticos, para la realizacion de mejores y
modernos tratamientos dentales que garanticen un adecuado resultado estético y

funcional.

Por tal motivo, esta investigacion fue de suma importancia pues con ello se pudo
demostrar los mayores beneficios del laser de baja intensidad y sus futuras
aplicaciones en nuestra practica clinica. Ademas, de brindar nuevos
conocimientos para el profesional de salud de su importancia y beneficios para la
neoformacion y reparacion de los tejidos. Es por ello, que el propdsito de la
presente investigacion fue comparar la neoformacion dsea en alveolos dentales
tratados con y sin aplicaciones del laser de baja intensidad; utilizando

histomorfometria 6sea, en mandibula de ratas Holtzman.
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IV. OBJETIVOS

V.1 Objetivos
IV.1.1 Objetivo General

Evaluar la neoformacién dsea en los alveolos tratados con y sin aplicaciones de
laser de baja intensidad utilizando la histomorfometria 6sea, en mandibula de

ratas.

IV.1.2 Objetivos Especificos

1. Comparar la densidad de la neoformacion dsea en los alveolos sin aplicaciones
de laser de baja intensidad, utilizando la histomorfometria 6sea a los 7 y 14 dias.

2. Comparar la densidad de la neoformacion 6sea en los alveolos con aplicaciones
de laser de baja intensidad, utilizando la histomorfometria dsea a los 7 y 14 dias.
3. Comparar la densidad de la neoformacién Gsea en los alveolos con y sin
aplicaciones de laser de baja intensidad, utilizando la histomorfometria dsea a los
7'y 14 dias.
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V. HIPOTESIS

+ La densidad de la neoformacién dsea en los alveolos con aplicaciones de laser
de baja intensidad es mayor a la neoformacién obtenida por los alveolos sin

aplicaciones de laser.
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Disefio de estudio

Experimental tipo ensayo de laboratorio.

Experimental, Prospectivo, Longitudinal, Comparativo
V1.2 Muestra

Se utilizaron 20 ratas machos albinas Holtzman. El calculo para el tamafio de la
muestra es un niimero arbitrario de casos basado en el principio de las tres “R” 2"
32: es por ello que para la ejecucion de la investigacion se determind considerando
la minima cantidad posible de casos con resultados estadisticos descrito en el
capitulo de “Diserio de la investigacion y las consideraciones bioestadistica en la
investigacion pre-clinica” en la Guia de osteologia en regeneracion bucal y
maxilofacial®; en la cual se emplearon 20 defectos en ratas machos albinas para

cada grupo, teniendo 10 defectos por subgrupo de 7 y 14 dias.

Por lo antes mencionado se utiliz6 40 alvéolos dentales de ratas machos albinas
Holtzman; debido a que se trabajo con dos alvéolos dentales por cada rata, una
hemiarcada el control y la otra hemiarcada el experimental, empleandose 20 ratas

en total.
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V1.3.1 Criterios de seleccion

- Ratas machos albinas Holtzman.

- Ratas en buen estado de salud, sin alteraciones fisicas al examen clinico.
- Ratas con edades comprendidas entre 2 y 2 1/2 meses.

- Ratas de 250-300g de peso vivo.

- Ratas que cumplan con los requisitos zoo-sanitarios del Servicio Nacional de
Sanidad Animal (SENASA) del Perd.

- Certificado Sanitario emitido por la INS por la cantidad de la muestra, que

respalde los criterios de seleccidn previamente mencionados.
V1.3 Operacionalizacion de Variables

a. Variable Independiente:

Terapia de laser de baja intensidad

Definiciobn Conceptual: Medida terapéutica alternativa para acelerar la
cicatrizacion y la reparacion de tejidos. Definicion operacional: Medida
terapéutica con aplicaciones de laser de baja intensidad. Tipo Cualitativo,
Dicotomica. Dimensiones o Categorias: Con laser de baja intensidad, Sin laser de
baja intensidad. Indicadores: Aplicaciones de laser de baja intensidad a nivel de
los alveolos. Valor: Presencia o ausencia. Medida en escala nominal. (Ver Anexo
01)

b. Variable Dependiente:
Densidad de la Neoformacion ésea

Definicion Conceptual: Area trabecular total que corresponde al tejido 6seo
neoformado en el alveolo. Tipo Cuantitativa, de razon. Indicadores: Conteo de
cruces dentro de las trabéculas Oseas neoformadas en el alveolo. Valor:

Porcentual. Medida en escala de razén. (Ver Anexo 01)
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c. Covariable: Periodos de Observacion

Definicion Conceptual: Periodo comprendido entre la fecha de la intervencion
quirdrgica y la fecha del sacrificio. Tipo Cualitativa, Dicotomica. Indicadores:
Cantidad de dias entre la fecha de la intervencion quirdrgica hasta la fecha del

sacrificio. Medida en escala de ordinal. Valores: 7 y 14 dias. (Ver Anexo 01)
V1.4 Procedimientos y/o Técnicas

El presente proyecto de investigacion fue aprobado por el comité de ética
institucional; siendo, capacitado y calibrado el investigador en los procedimientos

a realizar para posteriormente el piloto y la ejecucion del mismo. (Ver Anexo 08)

Para la técnica de Histomorfometria Osea se realizd una calibracion con un
especialista en el area; la cual se valor6 mediante el Coeficiente de Correlacion
Intraclase (CCI); los valores obtenidos en el CCI Intra Sujetos y el CCI Entre
Sujetos fue de 0,972 y 0,934, respectivamente. Es con ello que se confirmé la
calibracién segun la escala de valoracion de la concordancia con una fuerza de

concordancia de “Muy Buena” en ambos casos.
Prueba Piloto

Se realizd una prueba piloto para determinar la viabilidad del analisis
histomorfométrico y evaluar los periodos de observacion de las variables. Para
ello se utilizaron 06 ratas Holtzman macho albinas, basandonos en el 10% del
articulo base?®. Se seleccionaron como espécimen las ratas debido a lo
recomendado por la Guia de Osteologia con modelos pre-clinicos en
experimentacion en animales®; siendo este modelo el ideal en estudios para
evaluar reparacion y regeneracion 6sea en defectos y alveolos dentales en

animales de menor filogenia.

Todos los especimenes se obtuvieron del Instituto Nacional de Salud (INS) en
Chorrillos, pertenecientes a la misma camada, machos de 2 a 2 % meses de
aproximadamente 250 a 300 gramos de peso Vivo; seleccionandose de esta edad y
peso por el grado de madurez dsea obtenida, las cuales, son ideales para evaluar

los procesos de neoformacion 6sea.?’* Asimismo, los estudios ampliamente
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realizados utilizan la cepa de ratas albinas Sprague-Dawley o también conocidas
en espafiol como Holtzman, para fines experimentales debido a que son déciles y

faciles de manipular; es por ello, que se selecciond dicha cepa para este estudio.®*

Por la variabilidad en numero de raices entre hemiarcadas y entre especimenes, se
decidi6 evaluar la raiz distal, analizandose solamente la densidad y no la longitud
de la neoformacion dsea. Por otra parte, para la evaluacion tomografica
considerada como un andlisis adicional, no se obtuvo imagenes claras ni
definidas, por el tamafio del espécimen, requiriéndose un micro-tomdgrafo no

disponible en el pais; es por ello, que se descartd este analisis.

Para la seleccion de los periodos de observacion, nos basamos segin Korany? y
El-Maghrabyn® que utilizaron a los 3, 7, 10, 14 y 21 dias. Sin embargo, en la
prueba del piloto se realizd las aplicaciones de laser diariamente por 9 dias, por
ello los periodos de observacion fueron posteriores a la terapia, seleccionandose
los 15 y 30 dias. Al analisis histomorfométrico se observd en el corte de tiempo de
los 30 dias una cicatrizacion de casi la totalidad del alveolo, no lograndose
diferenciar el limite de hueso antiguo y el hueso neoformado, ademas de
observarse histologicamente grandes espacios con hueso remodelado; por lo cual,
para evitar sesgos en el analisis no se considero este periodo de observacion para
la ejecucion del estudio. A diferencia de los 15 dias, que se observo presencia de
trabéculas con hueso neoformado en mas del 50% de los alveolos; ademas, se
observd también una delimitacion clara entre el hueso antiguo y el neoformado.
Asimismo, se modifico el tiempo de aplicacion; es por ello que se decidio evaluar

en la ejecucién a los 7 y 14 dias.

Al observarse las laminas histologicas en el microscopio de luz multicabezal, se
determind el aumento a utilizarse en la ejecucion para la toma de las

microfotografias, y su posterior analisis cuantitativo.

El equipo del laser a utilizarse en el piloto fue el “Biolase” realizdndose
aplicaciones diarias de 1 minuto, siendo un equipo de facil manejo y
manipulacion; empero, por los resultados obtenidos luego del anélisis estadistico,

se decidio cambiar de equipo con menor longitud de onda y diferente
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dosificacién. Ademas de seleccionar un equipo que se haya utilizado en otro

estudio®, como el “Twinflex MMOptics”

Luego de evaluar y determinar todas las modificaciones en la metodologia del

estudio, se considero0 los siguientes aspectos y procedimientos:
Adquisicién de los animales

- La adquisicién de las ratas cumplié con los requisitos zoo-sanitarios del
SENASA del Pert; asimismo, cumplid con las exigencias de investigacion

biomédica.

- Ademas se certificd las condiciones de salud y calidad de la muestra en las
cuales se produjeron, criaron y mantuvieron hasta antes de la salida del lugar de

origen.?’

- Finalmente, conté con un certificado de sanidad, que acredité la calidad
sanitaria de la muestra, producidos o adquiridos, mediante estudios adecuados que
certifiquen la ausencia de enfermedades que puedan interferir con los resultados

experimentales.(Ver Anexo 09)
Cuarentena de los Animales

- Los animales ingresaron quince dias antes de la intervencion quirdrgica al
ambiente de experimentacién de laboratorio de anatomia en la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia para su
aclimatacion al nuevo ambiente, con los diversos factores controlados (Ver anexo
05); para lo cual, fueron colocados en jaulas individuales bajo condiciones

ambientales de temperatura y régimen alimentario estandar.?’-32

- Todas las ratas se mantuvieron con alimento especifico para ratas y se
administré agua de cafio reposada ad libitum siguiendo el cddigo de ética y

bienestar animal, durante quince dias antes del inicio del experimento.3®27:29-32

- Se mantuvieron las condiciones de temperatura en 22 £ 2 ° C y la humedad
estandarizada de 40-70%, controlados con un termdémetro ambiental y un

higrometro, respectivamente, 27-30-33
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- Las jaulas predisefiadas fueron de policarbonato, por su facilidad de limpieza y
desinfeccion, segun el tamafio y el nimero de ratas (40cm?de éarea de la base y
13cm de altura). La desinfeccion se realizo tres veces por semana con detergente,
esponja y agua, para luego desinfectar con hipoclorito de sodio al 5% en 10ml en
una solucion de 100ml de agua c.s.p.?” Las jaulas fueron disefiadas tnicamente

para el estudio; desechandose al finalizar, por motivos de bioseguridad.

- Para el lecho o cama se utiliz6 viruta de madera esterilizada obtenida por el
INS. El cambio de dicho material por jaula fue de tres veces por semana, con el

objetivo de evitar la concentracion del amoniaco.?’

- Finalmente, se suministr6 agua a demanda, realizdndose la limpieza de los
bebederos de policarbonato con detergente y esponja para los frascos, y un cepillo
especifico para el gotero; asimismo, su respectiva desinfeccidn con hipoclorito de

sodio sumergidos durante una hora.?’

- Se minimizaron ruidos e ingresos de luz. Ademas se contd con personal del
ambiente de experimentacién capacitado para un mejor refinamiento de los

animales.

- Se monitored las funciones bioldgicas con registros de los animales

participantes del estudio.
Manejo operatorio de los animales

Después del periodo de aclimatacion, se inicio todo el procedimiento anestésico a
cargo de la medico-veterinaria con Maestria en Farmacologia con mencién en
farmacologia experimental, la cual cuenta con experiencia en el manejo de
animales de experimentacion. Los procedimientos quirdrgicos, los cuidados post-
operatorios y el sacrificio de los animales fueron supervisados por los diferentes
especialistas (médico veterinario, especialista en cirugia oral maxilo facial y un
especialista en periodoncia, ambos con més de 10 afios de experiencia en manejo

de animales) condiciones de asepsia adecuadas.

31



Pre- Anestesia

Fueron preparados para la intervencion quirdrgica respectiva, retirandose el agua

y la comida 12 horas antes de la intervencion.
Manejo farmacologico del espécimen

La anestesia general fue inducida por via intramuscular segin peso de Xilazin
(Dormixil ®, 2-5 mg / kg, IP) y ketamina (Keta A 100 ®, a 40 mg / kg, IP). Se
anestesié quirdrgicamente hasta llegar a un plano2-3.EIl nivel de anestesia fue
mantenido con la dosis de 1ml/kg de peso; para ello, se usaron jeringas de 1 ml
con aguja de 26G. Dicho procedimiento fue realizado por el médico veterinario,
quien cuenta con experiencia en el manejo de animales. (Ver Anexo 10, Figura
01)

Intervencion Quirudrgica

Se realizé con el animal en decubito dorsal sobre una mesa quirdargica, con el
campo quirurgico delimitado por tallas estériles perforadas. Todo el instrumental
utilizado en la intervencion quirdrgica fue esterilizado previamente con calor seco.
Asimismo, el sitio quirdrgico fue preparado para trabajar realizdndose la

exodoncia de la pieza dentaria en condiciones esteériles

1. Asepsia y antisepsia Extraoral: Se realizd la asepsia y antisepsia con hisopos de
madera previamente esterilizados, embebidos con solucién de yodo polividona al
10% (ISODINE®). (Ver Anexo 10, Figura 02)

2. Asepsia y antisepsia intraoral: Se realiz6 con hisopos embebidos con
Clorhexidina y Cloruro de Cetilpiridinio al 0,12% (Perio-Aid® Tratamiento,
CHX 0.12% + CPC 0.05%) en el sitio quirargico.

3. Anestesia Local: Se coloc6 anestesia local con lidocaina 1.8 ml al 2% con
epinefrina 1:80,000 (Xilocaina®). (Ver Anexo 11, Figura 03)

4. Extraccion dental: Fueron extraidos en total para la muestra 40 primeros
molares inferiores tanto del lado derecho como del izquierdo en el grupo tratado.

Se realizd una exodoncia atraumatica usando equipo de microcirugia y lentes de
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aumento. Luego se realizd el curetaje con instrumental de microcirugia debido al
tamafio del alveolo. Posteriormente, se realizd la compresion del alvéolo con
hisopos embebidos de suero fisioldgico refrigerado al 0,9% (NaCl 0,9%), con el
fin de mantener el codgulo formado. (Ver Anexo 11: Figura 04, Anexo 12: Figura
05)

Las intervenciones quirurgicas se realizaron en la sala de Anatomia de la Facultad
de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Se
realizaron las intervenciones quirurgicas durante un periodo de dos dias; a cargo
de dos especialistas capacitados con experiencia previa en estudios en animales.
(Ver Anexo 12: Figura 06)

Manejo Pos-operatorio

Las ratas se colocaron en su jaula individual inmediatamente después de la
intervencion. Cada jaula tuvo registrado el grupo de estudio, la fecha de la
intervencion quirdrgica y la fecha de sacrificio. Los animales se identificaron con
codigos de cuatro digitos de manera aleatoria por una persona ajena a la
investigacion. Se selecciond al azar con el método de la moneda el lado a recibir
terapia de laser de baja intensidad; y de esta manera, se registro dicha informacion

por cddigos con acceso Unicamente del investigador principal.

1. Analgesia y antibioticoterapia: La analgesia se efectudé con clorhidrato de
tramadol (Tramadol®) en dosis de 10mg/kg de peso administrado por via oral,
una gota en el agua del bebedero por tres dias después de la intervencién cada 24
horas. Se utiliz6 como antibiético Baytril IM 1% (Enrofloxacina®), durante 3
dias; usando jeringas de tuberculina de 1ml. con aguja 26G, cuya primera dosis se
colocd al terminar la intervencion quirtrgica. Ambos medicamentos fueron
sugeridos por el médico veterinario como parte del protocolo en base a los

antecedentes de otras investigaciones.

2. Controles: Todos los animales fueron controlados diariamente durante los
primeros 5 dias después de la cirugia para observar algin cambio de conducta;
tales como cambios en el apetito, en la apariencia fisica y la proteccion de la

mandibula. Las observaciones diarias estuvieron a cargo del técnico veterinario y
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el investigador; mientras que tres veces por semana esto fue supervisado por el

médico veterinario.

Los animales permanecieron en sus jaulas hasta completar el periodo

predeterminado (7 a 14 dias).
Aplicaciones del Laser de baja intensidad

La terapia de laser de baja intensidad fue aplicada mediante dispositivo laser de
diodo semiconductor, un foton-plus de galio-aluminio-arseniuro (Laser TWIN,
MMOptics®, San Carlos, Brasil) (Ver Anexo 13, Figura 07), el cual cuenta con
un sistema que funciona en el espectro infra-rojo. Se aplicé una potencia de salida
de 40mW por 20 segundos, a una longitud de onda continua de 660 nm. La sonda
que suministra el haz de laser cuenta con un didmetro de 1 mm. Se colocé el
zbcalo de la luz en contacto con los tejidos blandos extraoralmente a nivel del

alvéolo experimental. (Ver Anexo 13, Figura 08)

La primera aplicacion de laser fue realizada aleatoriamente por un especialista, el
cual, seleccioné con el método de la moneda la hemiarcada para irradiar. Dicha
aplicacion se realizd inmediatamente después de la extraccion; mientras que el
lado contrario no estuvo expuesto al laser, representando el grupo control. Las
aplicaciones subsiguientes fueron realizadas por el investigador posterior a la
intervencion. Asimismo, se contd con la supervision del especialista en laser para
verificar todas las medidas necesarias de bioseguridad y de bienestar del animal.
Dichas aplicaciones fueron repetidas cada 48 horas por 6 dias, aplicando una dosis

de 1 J/cm?, lo que nos da un total de 3J.°
Protocolo de Sacrificio

Se procedid respetando la resolucién N° 714 del 20 de junio 2002 del Consenso
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) en el que establecen los procedimientos

y métodos de eutanasia en animales y de otra procedencia.

La eutanasia se realizd empleando pentobarbital de sodio a dosis de 50mg/kg de
peso vivo (Halatal®) como sedante por via intramuscular. Luego de cinco

minutos se coloco el agente eutanasico 2 ml/animal compuesto por embutramida,
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yoduro de mebezonium y clorhidrato de tetracaina (T61®), lo que provoco un

paro cardiorrespiratorio.

Las ratas fueron asignadas al azar en dos grupos (10 ratas cada uno) de acuerdo

con la fecha de sacrificio, 7 y 14 dias después de la extraccion, respectivamente.
Diseccion de la mandibula

Para la obtencion de las muestras dseas se realizd la diseccién completa de la
mandibula. Se us6 hoja de bisturi N°11 y mango N°3; utilizando dos hojas nuevas
para cada rata; la mandibula se coloc6 en un fijador para microscopia Optica de
rutina, el cual, estuvo constituido por formol al 10%. (Ver Anexo 14: Figura 09)
El sacrificio se realiz6 en el Ambiente de experimentacion en la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia en la sede de San Martin de Porres para posteriormente
trasladar cada muestra obtenida al Laboratorio de Histologia del Departamento de

Medicina y Cirugia Buco maxilofacial para el procesado del tejido obtenido.

Cada espécimen fue sellado y rotulado en relacion a la codificacion que

previamente se les fue asignado a cada espécimen.
Enmascaramiento

Una persona ajena a la investigacion seleccion6 al azar los codigos de cuatro
digitos para cada lado intervenido y otro codigo por cada especimen (Ejemplo:
9574 el lado derecho y 3846 el lado izquierdo ambos correspondientes al
especimen 2847). Se registrd dicha informacién indicando el codigo
correspondiente al lado y la muestra. Dicha informacidn se entregd al técnico de
histologia, el cual, desconocia el lado que recibid terapia durante el estudio.
Asimismo, dicha informacion fue archivada por un investigador ajeno al analisis

histomorfométrico.
Estudio Histomorfométrico

El corte de las muestras se realizd en sentido horizontal a nivel de los dos alveolos
(con vy sin aplicaciones de laser). Dicho procedimiento lo realiz6 un técnico con

experiencia en el procesado y tincion de las muestras.
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Fijacion

Las muestras fueron fijadas en formaldehido al 10% taponeada en solucion

fosfato al ph 7,4 por 48 horas.

Descalcificacion

La muestra se colocé en &cido nitrico por aproximadamente 16 horas.
Inclusién

Se deshidrataron en soluciones crecientes de alcohol (1 hora de alcohol al 70%,
80%, 90% vy en alcohol absoluto). En seguida fueron diafanizadas en xilol por 3
horas e incluidas en bloques de parafina. Luego se bafiaron en xileno durante 3
horas y se incluyeron en el bloque de parafina, para después recibir 3 bafios de dos

horas de parafina tras su inclusion.
Cortes

Las piezas fueron cortadas con micr6tomo manual. Las secciones histoldgicas

fueron de 4 micras.
Tincion

Los cortes fueron desparafinizados. Dichas laminas fueron procesadas pasando
por dos inmersiones de xilol de 10 minutos cada uno, alcohol absoluto por 5
minutos, alcohol de 95%, 90%, 80% y 70% por 5 minutos cada uno

respectivamente. Luego se lavo con agua corriente por 3 minutos.

Las muestras fueron coloreadas con hematoxilina eosina, sumergiéndose por 5
minutos, pasando instantdneamente en eosina durante 1 minuto. Secuencialmente
por un enjuague rapido, para sumergirlo en alcohol de 70 % durante 30 segundos,
alcohol al 95% durante 30 segundos, alcohol absoluto durante 3 minutos.
Posteriormente, pasé por una inmersion en solucion de etanol y xileno en una
proporcion del:1 durante 5 minutos, 5 minutos de inmersién en xileno y de nuevo

recojo durante 5 minutos.
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Finalmente, los cortes fueron montados y recubiertos con el cubreobjetos, para
posteriormente ser analizados en un microscopio de luz multicabezal en el
Departamento Académico de Medicina y Cirugia Bucomaxilofacial de la Facultad

de Estomatologia.
Microscopio de luz multicabezal

La neoformacion 6sea se determiné teniendo en cuenta los criterios descritos en la
definicion de las variables y estuvo a cargo del investigador y del asesor; para las

observaciones se emplearon lentes de 20x.
Analisis histomorfométrico

Para facilitar la realizacion de la medicion se coloco una lamina de 1cmx1lcm; con
100 lineas verticales y 100 lineas horizontales que se intersectan entre si. Se
tomaron las microfotografias de lo observado con una cdmara Nikon D3100. (Ver
Anexo 14: Figura 10) Se realizo el conteo diferencial de puntos, a través de la
ubicacion de las lineas verticales y horizontales que coinciden con los limites del
alveolo dental el conteo de las intersecciones que hay dentro de las trabéculas; y
se procedié a sacar el porcentaje de estos en relacion al total. Los datos se
registraron en una ficha ad hoc confeccionada para dicho procedimiento.

El analisis histomorfométrico fue realizado por cddigos registrados en cada
lamina, siendo enmascarado el grupo control y el grupo experimental. Asimismo,
la terminologia y unidades utilizadas fueron las recomendadas por el Comité de
Nomenclatura Histomorfometria de la Sociedad Americana de Investigacion Osea
y Mineral. (Ver Anexo 07)

V1.5 Consideraciones Eticas

El presente trabajo de investigacion se realizé teniendo en cuenta el reglamento
para el derecho de los animales y las consideraciones para el trabajo con los
animales de laboratorio de la UNESCO; asi como, siguiendo las normas
establecidas por el Comité Institucional de Etica de Animales de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia para el trabajo y cuidado de los animales de

experimentacion.
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Los animales que se usaron en la investigacion se consideraron un objetivo tan
importante como el de obtener resultados experimentales, minimizando cualquier
dolor o angustia que dichos animales puedan sufrir. Esto fue tan importante tanto
desde el punto de vista de la preocupacién humanitaria como para cumplir con los
requisitos de la legislacion sobre animales de investigacion. (Ver anexo 15) Se
trabajo y experimentd con los animales moralmente manifestandoles tres tipos de

actitudes?”:
- Respeto: Se les tratd con todas las consideraciones que merecen.
- Afecto: considerandolos participes con nosotros, del misterio de la vida.

- Gratitud: Se reconoci6 por la importante ayuda al constituir los mas intimos

colaboradores.

Asimismo, se cont6é con el personal adecuado para el manejo de los animales,
desde el ambiente de experimentacion, en la intervencion quirargica, los controles
y el sacrificio de los animales. Ademds, tener el principio de las tres “R”

establecidas por el Comité institucional de ética de los animales?2°:

- Reemplazo: Ratas (animal de menor escala filogenética, que segin Dannan y
Alkattan? tiene un 11% de estudios como modelo pre-clinico para regeneracion

Osea a nivel oral y craneofacial). (Ver Anexo 15)

- Reduccién: 8 ratas para la prueba piloto, que es el minimo nimero de muestra

para observar resultados, y 20 ratas para la ejecucion del mismo.2"31-33

- Refinamiento: Se contd con los especialistas, y el ambiente adecuado para la

manutencion del animal. (Ver Anexo 03, Anexo 05, Anexo 16)
V1.6 Plan de anélisis

Para el analisis estadistico de los resultados histomorfométricos obtenidos de los
alveolos con y sin aplicaciones de laser de baja intensidad, y su comparacion con
su respectivo control, se utilizo el programa SPSS 20.0 ® para Windows por un

investigador enmascarado con la codificacion.
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En este trabajo de investigacion se fijo un nivel de significancia de 0.05 que

corresponde a un intervalo de confianza del 95 %.

En la estadistica descriptiva, la variable Neoformacion Osea (cuantitativa),
medida histomorfométricamente, se describid utilizando la media aritmética y la

desviacion estandar.

En la estadistica analitica se efectu6 con la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
por el nimero de la muestra; obteniéndose una distribucién normal de los datos
(p>0,05). Posteriormente, se realizo la prueba paramétrica T-Student para muestra
independientes para comparar la densidad de la neoformacion 6sea de los alveolos
a los 7 y 14 dias de observacion por cada subgrupo; asimismo, para comparar la
densidad obtenida por el grupo con y sin aplicaciones de laser de baja intensidad.
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VIl. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo de tesis se han obtenido evaluando los alvéolos
dentales correspondientes a veinte ratas Holtzman como animales de
experimentacion, por intermedio del analisis histomorfométrico (Conteo
diferencial de puntos) y cuya distribucion a boca dividida estuvo durante un
periodo de 7 dias y 14 dias.

La densidad de la neoformacion 6sea de los alvéolos sin aplicaciones de laser de
baja intensidad, obtenida a los 7 dias fue de 57,88% + 10,76; mientras que la
densidad Osea a los 14 dias fue 69,24% + 6,90. No existe diferencia
estadisticamente significativa en la densidad Gsea obtenida en el grupo control
segun los cortes de tiempo a los 7 y 14 dias (Prueba t- Student para muestras

independientes; p>0,05).

La densidad de la neoformacién ésea de los alvéolos con aplicaciones de laser de
baja intensidad, obtenida a los 7 dias fue de 49,30% % 18,34; mientras que la
densidad Osea a los 14 dias fue 55,24% =+ 9,85. No existe diferencia
estadisticamente significativa en la densidad dsea obtenida en el grupo
experimental segun los cortes de tiempo a los 7 y 14 dias (Prueba t- Student para

muestras independientes; p>0,05).

Al comparar la densidad de la neoformacién 6sea con y sin aplicaciones de laser
de baja intensidad, utilizando histomorfometria 6sea a los 7 dias y 14 dias. A los 7
dias se obtuvo al grupo con laser una densidad de la neoformacién de 49,30% =+
18,34 y al grupo sin laser 57,88% =+ 10,76, no encontrandose diferencia
estadisticamente significativa, obteniéndose un p=0,346. A los 14 dias se obtuvo
al grupo con laser una densidad de la neoformacion de 55,24% + 9,85 y al grupo
sin laser 69,24% + 6,90, encontrandose diferencia estadisticamente significativa
con un p=0,017 (T-Student, p<0,05).
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Tabla 1. Comparacion la densidad de la neoformacién 6sea en los alveolos
sin aplicaciones de laser de baja intensidad, utilizando histomorfometria 6sea

alos 7y 14 dias.

Densidad de la Neoformacion Osea (%)

Periodos de P
. X £DS Min Max
Observacion
7 dias 57,88 + 10,76 47,43 77,35 0,055
14 dias 69,24 + 6,90 59,82 79,09

Prueba t-Student para muestras independientes

Nivel de significancia 0,05
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Tabla 2. Comparacion la densidad de la neoformacion 6sea en los alveolos
con aplicaciones de laser de baja intensidad, utilizando histomorfometria

Osea a los 7 y 14 dias.

Densidad de la Neoformacion Osea (%)

Periodos de P
. X £DS Min Max
Observacion
7 dias 49,30 + 18,34 27,64 74,56 0,501
14 dias 55,24 + 9,85 42,63 68,45

Prueba t-Student para muestras independientes

Nivel de significancia 0,05
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Tabla 3. Comparacion la densidad de la neoformacion 6sea en los alveolos

con y sin aplicaciones de laser de baja intensidad, utilizando
histomorfometria 6sea a los 7 y 14 dias.

Densidad de la Neoformacion Osea (%)

Periodos de observacion

X + DS P
7 dias
Con laser 49,30 + 18,34 0,346
Sin laser 57,88 + 10,76
14 dias
Con laser 55,24 + 9,85 0,017
Sin laser 69,24 + 6,90

Prueba T-Student para muestras independientes

Nivel de significancia 0,05
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VIII. DISCUSION

Los modelos pre-clinicos de menor filogenia ideales para evaluar reparacion y
regeneracion 6Osea en defectos y alveolos dentales, descrito en la Guia de
Osteologia, son las ratas Sprague Dawley; a diferencia de modelos para evaluar
tejido blando, implantes éseos y/o dentales que requieren de otro tipo de
especimenes con caracteristicas distintas como el chancho, el mono y el can. Las
ratas Sprague Dawley o también conocidas en el espafiol como Holtzman3#,
presentan diversas ventajas como modelo pre-clinico, debido a que ofrece
periodos cortes de evaluacion, costo relativamente bajo, microflora controlable,
antecedentes genéticos conocidos, entre otras ventajas. Sin embargo, presenta
ciertas limitaciones las cuales se lograron controlar por ser un espécimen pequefio,
tales como la necesidad de equipos quirdrgicos y de evaluacion microscopica,
ademas de presentar diferentes estructuras anatomicas en comparacion con los

humanos, asi como diferente respuesta histopatoldgica descrita en la

bibliografia.®

La longitud de onda seleccionada para la TLBI fue de 660nm la cual es la minima
necesaria para la penetracion en los tejidos, a diferencia de lo descrito en la
literatura, en el rango de los 600 a 700nm para tejidos superficiales y para tejidos
mas profundos longitudes mas largas en el rango 780 a 950nm;"®* sin embargo,
debido a que estos pardmetros son considerados para evaluar proceso de
reparacion 6sea en modelos clinicos; por el tamafio de modelo pre-clinico se
selecciond esta longitud de onda de 660nm. Asimismo se selecciond una potencia
de 40mW segun la potencia empleada en los diversos estudios como Favaro-Pipi
et al?, Fronza et al®, Cepera et al5 y EI-Maghrabyn et al®, considerandose el tipo

de tratamiento y el espécimen que utilizaron en cada estudio.

El analisis de la densidad de la neoformacion dsea de los alveolos sin aplicaciones
de laser de baja intensidad o grupo control, obtenida a los 7 dias fue de 57,88% +
10,76; mientras que la densidad dsea a los 14 dias fue 69,24% + 6,90. Asimismo,
se obtuvo en los alveolos tratados con aplicaciones de laser de baja intensidad o
grupo experimental, a los 7 dias 49,30% =+ 18,34; mientras que la densidad Osea a

los 14 dias fue 55,24% + 9,85. En ambos grupos no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas en la densidad dsea segun los cortes de tiempo a
los 7 y 14 dias; sin embargo, se observa una mayor densidad de neoformacion a
los 14 dias, demostrando una mayor cicatrizacion dsea del alveolo en cada grupo
segun el trascurrir del tiempo, lo que demuestra un comportamiento con

caracteristicas aparentemente normales.

Al comparar la densidad de la neoformacion dsea del grupo control y el grupo
experimental, utilizando histomorfometria 6sea a los 7 dias no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos con y sin laser,
obteniéndose un p=0,346. Empero, a los 14 dias se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa con un p=0,017, obteniéndose una mayor
cicatrizacion en el grupo sin laser. A pesar de que en el grupo de los 7 dias no se
encontro diferencia estadistica significativa en ambos grupos se observa mayor

porcentaje de hueso neoformado en el grupo control.

Dentro de la literatura descrita, en los tejidos isquémicos o estresados se libera
NO que al unirse a una ROS como el superdxido produzca una reaccion patdgena,
formando aniones de peroxinitrito, el cual tiene un efecto extremadamente
citotdxico. Asimismo, este NO compite constantemente para desplazar el oxigeno
de la union al CCO en la cadena de transporte de electrones, interrumpiendo la
produccion de energia a nivel mitocondrial y a su vez liberar radicales libres, lo
que aumenta el estrés oxidativo e inhibe la respiracion celular. Ambas reacciones
desencadenan mayor grado de inflamacion frente a los diferentes tejidos lo que

retarda el proceso de cicatrizacion.

Es asi que la TLBI ha propuesto como uno de sus grandes beneficios, la fotolisis
y/o fotodisociacion de dicha molécula,”®%!2 previniendo una gran respuesta
inflamatoria; sin embargo, esta propuesta no ha sido lo suficientemente
evidenciada, considerandose posibles bioestimulaciones en la produccion de NO,
lo que desencadena lo mencionado anteriormente; y en base a los resultados

obtenidos por este estudio, un menor porcentaje de neoformacion dsea.

En base a lo obtenido por este estudio, difiere de lo obtenido por Korany et al %
en el 2012 y El-Maghrabyn et al ® en el 2013, ambos estudios evaluaron
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neoformacion dsea en alvéolos dentales obteniendo diferencia estadisticamente
significativa en el grupo de los 7 dias y en el segundo estudio a los 3, 7, 14 y 21
dias; sin embargo, en el estudio de Korany et al % no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa en los grupos de 3 y 10 dias. Cabe mencionar que
esta diferencia puede deberse a que en ambos estudios se les aplicé rayos gamma
simulando las radioterapias que reciben los pacientes con tumores en cabeza y
cuello, lo cual puede generar mayor liberacién de radicales libres y la terapia de
laser de baja intensidad actuar a nivel de estos radicales, logrando una menor
respuesta inflamatoria. Asimismo, en ambos estudios se utiliz6 diferentes
dosificaciones y frecuencias en la terapia de laser; siendo una aplicacion de
75mW con una longitud de onda de 830nm y tres aplicaciones por una semana de
30mW por 3 minutos con una longitud de onda de 904nm en Korany?® y El-
Maghrabyn®, respectivamente; y que difiere al presente trabajo, la cual fue de tres
aplicaciones interdiarias por una semana de 40mW por 20 segundos y una
longitud de onda de 660nm.

Park et al ! en el 2015 evaluaron la terapia de laser de baja intensidad de galio-
aluminio-laser de diodo de arseniuro con una longitud de onda de 980-nm; en el
cual, se extrajeron los primeros molares superiores de 24 ratas, dividiéndose al
azar en cuatro grupos, en los que los alvéolos se irradiaron durante 0, 1, 2, 0 5 min
cada dia, durante 3 o0 7 dias. La TLBI aumento la expresion de todos los genes
RUNX2, colageno tipo 1, osteocalcina, factor de crecimiento P derivado de
plaguetas y factor de crecimiento vascular endotelial, dependiendo del tiempo de
exposicion. Los niveles mas altos de expresion se obtuvieron en el grupo de 5
minutos, a los 7 dias. Cinco minutos de irradiacion mostraron aumentos
destacados de la expresion de todas las proteinas en ambos cortes de tiempo;
concluyendo que la TLBI tuvo efectos positivos en las primeras etapas de
cicatrizacion Osea de los alvéolos post-extraccion en ratas, dependiente al tiempo
de exposicion. Empero en base a estas conclusiones el tiempo ideal para obtener
un cambio a nivel de las proteinas es con aplicaciones mayores a los tres minutos,
a diferencia a lo realizado en este estudio con aplicaciones de 20 segundos, por

aplicacion.
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A diferencia de todos los estudios previamente mencionados si bien incorporan
en su disefio metodoldgico la aleatorizacion de los grupos en los diferentes cortes
de tiempo, no aleatorizan la seleccion del area a recibir la terapia asi como no se
realizan enmascaramiento en la diferentes etapas del estudio tal como se realiza en
la presente investigacion; basandonos en las Guidelenes del ARRIVE® y de la
SYRCLE ’s% especificos para estudios en animales, aleatorizando y enmascarando

cada etapa del estudio.

Existen diversos estudios que han demostrado la efectividad de la terapia de l&ser
de baja intensidad, asi como sus diversas aplicaciones tales como Korany et al %,
Cepera et al °, EI-Maghrabyn et al ®, Fronza et al , de la regeneracion 6sea a nivel
de sutura palatina, alvéolo dental, defecto entre otros; sin embargo, existen
estudios los cuales no encontraron beneficios con las aplicaciones de la terapia del
laser de baja intensidad como Garcia-Morales et al 2 y Korany et al % en
estabilidad de implantes y regeneracion Gsea. Asimismo, entre estos estudios

difieren en el disefio y tipo de estudio como objetivo, materiales y métodos.

Con respecto a lo obtenido en este estudio se rechaza la hipétesis, observandose
una mayor neoformacion a los 7 dias en el grupo control (sin aplicaciones del
laser); empero, no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa. A
diferencia del corte de tiempo de los 14 dias, en la cual se observo diferencia
estadisticamente significativa, con una mayor densidad de neoformacién en el
grupo control (Sin aplicaciones del laser). Sin embargo, cabe mencionar que el
protocolo de radiacion de laser utilizado en nuestro estudio fue seleccionado sobre
la base de los resultados prometedores obtenidos en los diferentes estudios; asi
como, las consideraciones fisicas propiamente en la accion del laser. Como no hay

parametros existentes son universalmente aceptados.

Un gran problema persistente en esta linea de investigacion, es que no hay
parametros universalmente aceptados para las aplicaciones de laser en base al tipo
de procedimiento, dosificaciones y tiempo de tratamiento. Se deberian continuar
realizando diferentes estudios, pues desde el punto de vista en aportes a nivel

médico, se lograrian diversos beneficios para los pacientes.
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En la actualidad, la literatura al relacionar densidad de la neoformacion dsea en
alvéolos dentales y la terapia de laser de baja intensidad, es muy escasa por lo cual
es importante como base de futuras investigaciones en cuanto a esta teoria. En lo
obtenido de este estudio, se realizaron en su mayoria comparaciones con los pocos
trabajos de investigacion internacionalmente disponible ya que es un tema que

aun se esta estudiando.

Los resultados encontrados, en general, aportan hallazgos como una primera linea
de investigacion, en tal sentido es vital la realizacion de nuevas investigaciones
para fortalecer los conocimientos y los beneficios de la terapia de laser de baja

intensidad en el campo de la regeneracion dsea.

48



IX. CONCLUSIONES

1. En el presente estudio las aplicaciones de laser de baja intensidad, no influye en
la densidad de la neoformacion dsea en alveolos post-extraccion en mandibula de

ratas.

2. La densidad de la neoformacién 6sea en alveolos tratados sin laser de baja
intensidad es mayor la neoformacion a los 14 dias, observandose una mayor
cicatrizacion ésea del alveolo en cada grupo segun el trascurrir del tiempo, lo que
demuestra un comportamiento con caracteristicas aparentemente normales; sin

embargo, no existe diferencia estadistica significativa

3. La densidad de la neoformacion 6sea en alveolos tratados con laser de baja
intensidad es mayor a los 14 dias, observandose una mayor cicatrizacion dsea del
alveolo en cada grupo segun el trascurrir del tiempo, lo que demuestra un
comportamiento con caracteristicas aparentemente normales; sin embargo, no

existe diferencia estadistica significativa.

4. La densidad de la neoformacion Gsea en alveolos tratados con y sin laser de
baja intensidad no obtuvo diferencia estadisticamente significativa en el periodo
de observacion de los 7 dias. A diferencia del periodo de los 14 dias que se obtuvo
diferencia estadisticamente significativa; observdndose mayor neoformacion en el

grupo control (sin laser).
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X. RECOMENDACIONES

1. Realizar nuevas investigaciones con la terapia de laser de baja intensidad
diferentes dosificaciones, desde el tiempo y el nimero de aplicaciones.

2. Realizar més estudios con la terapia de laser de baja intensidad evaluando con
mayor diversidad de analisis desde la tomogréafica en animales de mayor
filogenética, otros analisis histoldgicos, analisis en genes tales como colageno
tipo 1, osteocalcina, derivado de plaquetas factor de crecimiento-B, y factor

vascular de crecimiento endotelial, etc.
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ANEXOS
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VARIABLE INDEPENDIENTE

ANEXO 01

. Definicion . .
Variable . Indicador Tipo Escala valores
Operacional
. Medida terapeutica para la -Con laser de baja
Tratamiento de e L . . _ . .
-, cicatrizacion y Aplicaciones de laser de baja | Cualitativo, . intensidad
Reparacion de . .. . . . Nominal o .
teiidos neoformacion de tejido intensidad en los alveolos Dicotdémica -Sin laser de baja
) Osea intensidad
VARIABLE DEPENDIENTE
Definicion . i
. . Indicador Tipo Escala | valores
Variable Operacional
., < Histomorfometria
Neoformacion | Area trabecular total que corresponde al , I )
! e Conteo de cruces de las trabéculas Cuantitativa | Razon | Porcentual
Osea tejido 6seo neoformado en el alveolo ]
Oseas neoformadas en el alveolo
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CO-VARIABLE

. Definicion . i . .
Covariable . Dimensiones Indicador Tipo Escala
Operacional
Periodo comprendido entre la fecha de Cantidad de dias entre la fecha de I
: . . . . . Cualitativa,
Tiempo colocacion del material y lafechadela | 7y14dias | colocacion del material y la fecha de Dicotémica Intervalo

evaluacién

la evaluacion




ANEXO 02

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Fecha:

Cédigo Ne:

NEOFORMACION OSEA (%) 7DIAS 14 DIAS

CON LASER DE BAJA INTENSIDAD

SIN LASER DE BAJA INTENSIDAD
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ANEXO 10

Figura 01. Anestesia Intramuscular

Figura 02. Asepsia y antisepsia extraoral



ANEXO 11

Figura 03. Anestesia Local Intraoral

Figura 04. Exodoncia dental



ANEXO 12

Figura 05. Instrumental para exodoncia de Microcirugia

Figura 06. Especialista de Cirugia Bucal y Maxilofacial

Especialista de Periodoncia



ANEXO 13

Figura 07. Equipo de Lser TWIN; MMOptics, San Carlos, Brasil

Figura 08. Aplicacion de Terapia de Laser de Baja Intensidad



ANEXO 14

Figura 09. Diseccion de Mandibulas en formol al 10%

Figura 10. Microcopia de Luz Multicabezal



ANEXO 15

MODELOS PRE-CLINICOS EN EXPERIMENTACION EN ANIMALES

Pre-cljnical Models for Oral and-Craniofacial
Tissue Regeneration

ANIMAL MODELS OF ORAL
o g | AND CRANIOFACIAL  +
\j REGENERATION

Giannobile W, Araujo M, Bachmann A, Bornstein M, Braun T, Dahlin C, Gruber R, Rios
H, Rocchietta I, Schlegel K, Schmid B, Schears F, Spector M, Thoma D. Osteology
guidelines for oral &maxillodacial regeneration. Preclinical models for translational
research. Britain: Ed. Quintessence publishing; 2011.%



ANEXO 16

EL RATON: SUMACROAMBIENTE Y MICROAMBIENTE

— 4 .

Ventilacion

Fuentes F, Mendoza R, Rosales A, Cisneros R. Guia de manejo y cuidados de animales
de laboratorio: ratén. Lima: Centro Nacional de Productos Bioldgica-Instituto Nacional
de Salud; 2008.%
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