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RESUMEN

Introduccion: El uso de la fotobioestimulacion en la ciru-
gia oral como acelerador de la cicatrizacion de tejidos se
ha incrementado a nivel mundial; sin embargo, la eviden-
cia cientifica es insuficiente respecto a la energia minima
necesaria para incentivar la cicatrizacion del alveolo den-
tario.

Objetivo: Determinar el efecto de la fotobiomodulacion
con diferentes valores de energia sobre la reparacion al-
veolar, posterior a la extraccion dental en ratas albinas.
Métodos: Treinta y seis ratas albinas hembras se asignaron
de forma aleatoria a cuatro grupos: tres con aplicacion de
laser a 2, 4 y 6 Joules de energia y uno sin aplicacion de
laser. Se aplico laser infrarrojo Arseniuro de Galio-Aluminio
a 808 nm y 100 miliwatts de forma puntual, perpendicular
y Unica al alveolo dentario. El hueso maxilar se disecciono
y las muestras se tineron con hematoxilina eosina para su
posterior analisis por conteo celular de osteoblastos a ni-
vel del tercio medio alveolar.

Resultados: A los siete dias después de la exposicion no
se observo formacion de osteoblasto en el grupo control,
pero si en los grupos experimentales con niveles de ener-
gia de 2, 4y 6 Joules, que mostraron formacion de células
osteoblasticas similares. Solo el grupo de 4 Joules pre-
sentd mayor numero de osteoblastos que el grupo control
sin irradiacion (p = 0,008). A los 14 dias la formacion de
osteoblastos fue similar entre los grupos, sin diferencias
significativas (p > 0,05).

Conclusiones: La fotobiomodulacion tuvo efecto positivo
sobre la cicatrizacion del hueso alveolar en los diferentes
parametros de energia evaluados. El uso de una menor
energia es igual de beneficioso, modula la respuesta celu-
lar, induce la proliferacion osteoblastica y reduce el tiem-
po de reparacion osea.

Palabras clave: hueso alveolar; fototerapia; laser; cicatri-
zacion de heridas.

INTRODUCCION

La reparacion Osea posextraccion dentaria es
una respuesta fisiologica natural con incremento de
la actividad osteoblastica, la formacion de tejido
0seo no maduro, matriz organica y la deposicion de
sales de calcio, lo que rellena completamente el al-
veolo con hueso compacto." Este proceso se pue-
de afectar por factores locales y sistémicos como
infecciones, traumas, enfermedad periodontal pre-

ABSTRACT

Introduction: The use of photobiostimulation in oral sur-
gery as an accelerator of tissue healing has increased
worldwide; however, scientific evidence is insufficient re-
garding the minimum energy needed to encourage healing
of the dental alveolus.

Objective: To determine the effect of photobiomodula-
tion with different energy values on alveolar repair after
tooth extraction in albino rats.

Methods: Thirty-six female albino rats were randomly as-
signed to four groups: three with laser application at 2, 4
and 6 Joules of energy and one without laser application.
Gallium-aluminum arsenide infrared lasers at 808 nm and
100 milliwatts were applied pointwise, perpendicularly
and uniquely to the tooth socket. The maxillary bone was
dissected and the samples were stained with hematoxylin
eosin for subsequent analysis by osteoblast cell count at
the level of the alveolar middle third.

Results: Seven days after exposure, osteoblast formation
was not observed in the control group, but was observed
in the experimental groups with energy levels of 2, 4 and
6 Joules, which showed similar osteoblast cell formation.
Only the 4 Joules group showed a greater number of os-
teoblasts than the control group without irradiation (p =
0.008). At 14 days, osteoblast formation was similar be-
tween groups, with no significant differences (p > 0.05).
Conclusions: Photobiomodulation had a positive effect on
alveolar bone healing in the different energy parameters
evaluated. The use of lower energy is equally beneficial,
modulates cellular response, induces osteoblastic prolife-
ration and reduces bone repair time.
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healing.

Recibido: 11/11/2023
Aceptado: 17/04/2024

'Universidad Nacional Federico Villarreal, Facultad de Odontologia. Lima, Perd.
2Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Odontologia, Departamen-
to de Estomatologia Rehabilitadora. Lima, Perd.

Este es un articulo en Acceso Abierto distribuido segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucion- No Comercial 4.0 que
@ @ @ permite el uso, distribucion y reproduccion no comerciales y sin restricciones en cualquier medio, siempre que sea debidamente citada

la fuente primaria de publicacion.

http://www.revestomatologia.sld.cu/index.php/est/article/view/4863



http://www.ecimed.sld.cu/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode.en
http://www.revestomatologia.sld.cu/index.php/est/article/view/4863
https://orcid.org/0000-0003-1428-5863 
https://orcid.org/0000-0002-3508-5812 
mailto:fvaldezj%40unmsm.edu.pe?subject=
https://orcid.org/0000-0002-0663-9759

Fotobiomodulacion posexodoncia con diferentes niveles de energia sobre la reparacion 6sea alveolar en ratas Rev Cubana Estomatol 2024;61:e4863

via, diabetes no controlada, displasias, tabaquismo, drogas, técnica quirurgica, entre otras; los que limitarian
los resultados de una posterior rehabilitacion dentaria por la limitada disponibilidad osea.®?3

Se han descrito injertos, membranas, fibrina rica en plaquetas, entre otros, como estrategias para lograr
una adecuada cicatrizacion a corto plazo.“*® Sin embargo, los reportes cientificos no son concluyentes res-
pecto a los resultados, ya que durante el periodo de cicatrizacion intervienen muchos factores que podrian
generar complicaciones posextraccion.®

En los ultimos anos la terapia de fotobiomodulacion se ha utilizado como agente para inducir la reparacion
osea mas eficiente, promover la pronta recuperacion de los tejidos alveolares posextraccion, reducir la péer-
dida o0sea, acelerar la reparacion y evitar posibles complicaciones.® Este método, basado en la terapia laser
de bajo intensidad, es no invasivo. Tiene como finalidad estimular y acelerar la cicatrizacion de las heridas,
mediante la reparacion de los tejidos, la modulacion de la inflamacion y la estimulacion de la proliferacion
celular;*? asi como la estimulacion de depositos de iones calcio y fosforo en tejido 0seo, incentivar la deposi-
cion de matriz osea, diferenciacion y proliferacion de osteoblastos, el aumento de la angiogénesis en la zona
afectada y acelerar el proceso de reparacion osea.®

Sin embargo, los osteoblastos son susceptibles a la fotobiomodulacion y generan efectos negativos a dosis
muy altas.® Por tanto, se deben tomar en cuenta parametros como: la longitud de onda, la energia, la fre-
cuencia y las dosis, relacionadas directamente con la respuesta celular.(” De estos parametros, la energia es
la mas controversial por no existir un valor estandarizado, lo que evidencia usos de niveles de energia dema-
siado bajos sin algun efecto o demasiado altos que provocan efectos inhibitorios.® Utilizar una energia minima
adecuada permitira lograr inducir a las células osteoblasticas a una regeneracion y proliferacion celular, sin
causar apoptosis y eventos moleculares adversos en las células." En este contexto el estudio plantea una hi-
potesis de no inferioridad donde, al disminuir la energia de fotobiomodulacion, se obtiene, al menos, la misma
actividad de proliferacion de las céelulas osteoblasticas en la reparacion osea posextraccion que utilizar mayor
energia.

Con base en lo expuesto, el presente estudio tuvo como proposito determinar el efecto de la aplicacion de
la fotobiomodulacion con diferentes valores de energia sobre la reparacion osea alveolar posterior a la exo-
doncia en ratas albinas.

METODOS

Muestra, seleccion y adquisicion de especimenes

Se calculo el tamano de muestra mediante la formula para comparacion medias, considerando un nivel de
confianza del 95 %, potencia de 80 % y error esperado del 5 %. Se estimo 10 especimenes por grupo, lo que
constituyo un total de 40 ratas albinas jovenes hembras, cepa Holtzman, con edad de 9 a 12 semanas y peso
de entre 200 a 300 g. Los especimenes se adquirieron y trabajaron en el Laboratorio de Evaluacion Nutricional
de Alimentos de la Universidad Nacional Agraria La Molina en Lima, Peru.

Distribucién de grupos de estudio

Las ratas seleccionadas se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos: un control (n = 10, GC) y tres experi-
mentales (n = 30, GE), subdivididos en 10 especimenes por cada parametro energético: 2, 4 y 6 Joules (GET1,
GE2, GE3). Se excluyeron a los especimenes con experiencia experimental previa y aquellos con alguna com-
plicacion durante el proceso; se redujo el niumero del grupo control a seis ratas.

Preparacion y sedacion de los especimenes

Los especimenes se alojaron en jaulas individuales de altura de 18 cm y superficie de 250 cm. Recibieron
alimentacion especifica para ratas entre 25 a 30 g/dia y agua, tanto como la requerian, en correspondencia
con el codigo de ética y bienestar animal, criterios aplicados durante todo el periodo experimental. Poste-
riormente, se anestesiaron via subcutanea con Ketamina-Xilacina (Ketagal 50 mg/ml, a 40 - 90 mg/kg) con una
dosis unica de 1 ml/kg. Se coloco al animal decubito dorsal, se realizo la asepsia y antisepsia extraoral con so-
lucion de yodo povidona al 10 % e intraoral con Clorhexidina al 0,12 %. Se administro anestesia local infiltrativa
con Lidocaina 2 % y epinefrina 1:80 000, a nivel del incisivo central superior derecho.®

Proceso quirurgico y aplicacion de laser

Se realizo la extraccion dental con elevador dental adaptado y pinza mosquito, luego curetaje del alveo-
lo y hemostasia para el control del sangrado. El laser terapeutico infrarrojo THERAPY XT - DMC Arseniuro de
Galio-Aluminio (AsGaAl) con longitud de onda de 808 nm, 100 mW se aplico directamente de forma puntual y
continua sobre un area de 1 cm? del alveolo dentario de los grupos experimentales. La irradiacion se realizo
inmediatamente después de la extraccion del diente, aplicando a los grupos GE1, GE2 y GE3 niveles de energia
de 2J, 4J) y 6J, respectivamente.
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Sacrificio de especimenes y obtencidon de muestras

A los siete dias posextraccion la mitad de los especimenes se sacrificaron mediante el méetodo de sobredo-
sis de anestésico y a los 14 dias el resto. Posteriormente, se procedio a quitar la cabeza de los especimenes,
se colocaron las muestras en frascos estériles con formol al 10 % durante una semana. Se realizo la diseccion
del maxilar superior; las muestras se fijaron en formaldehido al 10 % de concentracion por 48 horas; luego
descalcificadas en acido nitrico al 5 % durante 20 dias. Luego se deshidrataron en soluciones de alcohol con
aumentos progresivos, diafanizacion en xilol y sumergidos en parafina.

Preparacion y lectura de laminas histoldgicas

Con el uso de un microtomo se obtuvieron secciones sagitales consecutivas de 4 um de espesor que fueron
tincionadas con Hematoxilina - Eosina.™" Se procedio al analisis con estereomicroscopio y microscopio optico
trinocular con aumento de 400X, utilizando la camara Axiocam ERcbs y el software Zen Lite para el registro de
las microfotografias. Se realizo el conteo celular de osteoblastos a nivel del tercio medio y apical del alvéolo
a los siete y 14 dias después de la extraccion dental.™

Analisis de los datos

Para el analisis estadistico de los datos se empleo el software STATA 17. Los datos del numero de odon-
toblastos fueron resumidos utilizando la mediana y valores minimos y maximos. Asu vez, se determino la no
normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro Wilk. Para comparar el numero de osteoblastos a los
siete y 14 dias para cada grupo se utilizo la prueba U de Mann Whitney y Kruskall Wallis con comparaciones
multiples de Bonferroni para el contraste de hipotesis de diferencia entre grupos de estudio. El nivel de signifi-
cancia se fijo en 0,05, el nivel de confianza del 95 % y la potencia de prueba del 80 %. Los datos se encuentran
en repositorio Zenodo (https://doi.org/10.5281/zeno0do.10995619) para su reutilizacion segun los preceptos
de la Ciencia Abierta.

Aspectos éticos

Los procedimientos y protocolos experimentales se llevaron a cabo bajo las pautas establecidas por la Di-
rectiva de la UE 2010/63/UE acerca de la experimentacion con animales, el principio de las “Tres Erres”, de
reemplazo, reduccion y refinamiento; el metodo de sacrificio adecuado al especimen, al ser criados para tal
fin; la aplicacion de anestésico general y local; el alojamiento y cuidado adecuado, siguiendo los requisitos
establecidos (agua, alimentacion, jaula, temperatura, ruido, etc.); asi como las directrices legales y éticas
contemporaneas sobre experimentacion animal.%" Por otro lado, el presente trabajo tambien tomo en cuen-
ta las directrices de ARRIVE para investigacion in vivo con animales, lo cual asegura el detalle en el diseno,
tamano de la muestra, criterios de inclusion y exclusion, resultados, métodos estadisticos, procedimientos,
entre otros y mejora la validez interna del estudio.

RESULTADOS

A los siete dias no existio formacion de osteoblastos en el grupo control no expuesto a laser, mientras que
en los otros grupos si hubo formacion, con mayor numero de células para el grupo con 4J de energia (mediana
= 48). A los 14 dias de observacion todos los grupos presentaron formacion de nuevas células osteoblasticas
en el numero de células mas alto en el grupo 2J de energia (mediana = 38) (tabla 1).

Tabla 1 - Valores descriptivos para el conteo de celulas osteobldsticas por niveles de energia (Joules)

|Cortes Grupos n.° Mediana Minimo Maximo
Control* 3 0 0 0
; 2) 5 20 16 33
7 dias 4 5 48 12 78
6J 5 15 6 27
Control 3 33 20 39
. 2) 5 38 30 46
14 dias 4 5 30 19 82
6J 5 28 18 42

Leyenda: *No se observaron células osteoblasticas en el campo de estudio a los siete dias posextraccion dental.
Fuente: Elaboracion propia.
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El incremento del numero de células osteoblasticas a los siete dias de observacion es creciente con un pico
para el grupo experimental con energia de 4J y decrece al aumentar a 6J. A los 14 dias el numero de osteo-
blastos es similar en todos los grupos experimentales con diferente energia de irradiacion (fig. 1).
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Fuente: elaboracion propia.
Fig. 1 - Distribucion de los valores de la mediana para el numero de células osteobldsticas por grupo de estudio a los
siete y 14 dias de observacion.

La prueba de Kruskall Wallis revelo diferencias en la formacion de céelulas osteoblasticas de los grupos ex-
perimentales a los siete dias, comparado con el grupo control (p = 0,011), lo que indica que existian, al menos,
dos grupos diferentes. Para determinar entre qué grupos existia diferencia se aplico la prueba de Dunn con co-
rreccion de Bonferroni mediante comparaciones multiples de dos en dos, lo que revela que a los siete dias no
hubo formacion de osteoblastos en el grupo control; mientras que, en los grupos con niveles de energia de 2,
4y 6 Joules mostraron similar formacion de células osteoblasticas (p > 0,05), pero con diferencia significativa
entre el grupo control y el GE2 de 4J (p < 0,05). A los 14 dias el numero de células osteoblasticas fue similar
entre todos los grupos (tabla 2). De siete a 14 dias el numero de células osteoblasticas aumento significativa-
mente en los grupos GE1 de 2J (p = 0,02) y GE3 de 6J (p = 0,02).

Tabla 2 - Comparaciones multiples para el numero de células osteobldsticas entre grupos de estudio a los siete y 14 dias
de observacion

Tiempo observacion Prueba de Kruskall Wallis Comparaciones multiples con ajuste de Bonferroni

H° p - valor Cvs. 2J Cvs. 4J Cyvs. 6J 2Jvs. 4J 2J vs. 6J 4J vs. 6J
7 dias 11,149 0,011* 0,131 0,008* 0,851 0,298 0,341 0,277
14 dias 2,713 0,438 0,672 0,877 0,992 0,998 0,272 0,787

Leyenda: *diferencias significativas (p < 0,05); aValor de prueba; C = grupo control; J = Joules.
Fuente: elaboracion propia.

Histologicamente, se pudo observar una proliferacion de células odontoblastos alrededor de la sustancia
osteoide, lo que fue aumentando a medida que se incrementaba la energia de fotobioestimulacion con una
mayor proliferacion celular en grupo de 4J. En contraste, en el grupo de laser a 6J de energia se observaron
menos odontoblastos y mas fibroblastos en el campo de observacion (figs. 2, 3 y 4).

DISCUSION

El presente estudio se realizo utilizando ratas albinas hembras, cepa Holtzman con edades de 9 a 12 se-
manas. El tamano de la muestra por grupo se determino por la formula para comparar medias, que dio como
resultado 10 especimenes por grupo a evaluar. No obstante, para el grupo control se conto con solo seis ratas,
lo que limito el analisis comparativo y la potencia de prueba para el contraste de hipotesis de diferencia por
la insuficiencia de datos. Otras limitaciones presentadas fueron trabajar solo con ratas albinas hembras por
no contar con la cantidad requerida de machos para la ejecucion; sin embargo, estudios previos no mostraron
cambios significativos entre macho y hembra.® También resulta relevante mencionar que se consideraron solo
dos momentos de evaluacion con base en el proceso de reparacion osea natural de los alveolos.
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Leyenda: Las flechas roja
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s indican los odontoblastos alrededor de la sustancia osteoide (SO).
Fuente: Elaboracion propia.

Fig. 2 - Proliferacion de odontoblastos en el grupo sometido a 2J de energia a los siete dias después de la fotobioesti-
mulacion

Fuente: Elaboracion propia.
Fig. 3 - Proliferacion de odontoblastos en el grupo sometido a 4J de energia a 7 dias después de la fotobioestimulacion.
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Leyenda: Las flechas amarillas indican los fibroblastos y las rojas a los odontoblastos.
Fuente: Elaboracion propia.
Fig. 4 - Proliferacion de odontoblastos en el grupo sometido a 6J de energia a los siete dias después de la fotobioesti-
mulacion.
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La investigacion ha demostrado que la fotobiomodulacion contribuye a la proliferacion y organizacion de
las células en la etapa temprana de la reparacion, lo cual mejora la formacion de hueso nuevo.®™ A los siete
dias y utilizando 2 Joules de energia de fotobiomodulacion se mejoro significativamente la reparacion osea
posterior a la extraccion, aumento la proliferacion osteoblastica frente a una exposicion energética unica y de
4J) como parametro energetico, lo que prueba la hipotesis principal de forma parcial.

De esta forma se comprueba la influencia positiva de la fotobiomodulacion en la proliferacion osteoblas-
tica, lo cual concuerda con Deana y otros, quienes senalan que los osteoblastos son susceptibles ante la foto-
biomodulacion, utilizando niveles energéticos controlados. Esto no se tomo en cuenta por otros autores que
utilizaron valores energéticos no estandarizados y tuvieron como resultado poca o ninguna influencia en la
proliferacion; ademas, en algunas ocasiones se sometio a los osteoblastos a dosis energéticas muy altas, o
que derivo en efectos negativos en la homeostasis celular, inhibio o retraso la proliferacion celular de los os-
teoblastos.

A los siete dias hubo respuesta positiva significativamente mayor en la formacion de células osteoblasticas
en los grupos que usaron algun nivel de energia, comparado con el grupo control, donde no se presento ningu-
na célula osteoblastica. Por otro lado, a los 14 dias se observo actividad osteoblastica similar entre los grupos
de 2, 4y 6 Joules y el control. Este aumento proliferativo a menor periodo de observacion concuerda con las
investigaciones de Bourouni y otros, quienes concluyeron que se evidencian tasas de proliferacion hasta los
siete dias después de la irradiacion; sin embargo, ya se observaban a los 24, 48 y 72 horas actividades proli-
ferativas iniciales.® Por lo tanto, la fotobiomodulacion parece mas eficaz en la fase inicial de la proliferacion
celular que siguiendo con la deposicion y la mineralizacion de la matriz osea.(”

El uso del laser infrarrojo AsGaAl con longitud de onda de 808 nm se sustenta en la capacidad de penetra-
cion que alcanza los tejidos mas profundos, como el hueso.™® Esta metodologia se utilizo por Dalirzani y otros,
donde los alveolos tratados con fotoestimulacion a 808 nm mostraron alta presencia de osteoblastos a los 14
dias del tratamiento, mientras que bajo los mismos parametros no se observo osteoblastos en los alveolos tra-
tados a 660 nm.” Ademas, existen estudios in vitro e in vivo que usaron una longitud de onda de 810 y 980 nm
y obtuvieron efectos positivos en los osteoblastos para las etapas iniciales de la reparacion osea alveolar.

El estudio de Coskun y otros 9 empleo energias de 4, 8 y 16J, aplicados sobre los fibroblastos y osteoblastos,
lo que no afecto el numero de células ni la estabilidad de ellas. Estos hallazgos concuerdan con los observados
en el presente estudio, donde se usaron energias de 2J, 4J y 6J con respuesta osteoblastica desde el menor
nivel de energia utilizado que se mantuvo similar en los otros grupos. Estos resultados pueden ser explicados
por la Ley de Amdt-Schulz, la cual establece que un estimulo energético débil promovera la actividad vital
en pequenos incrementos; un estimulo ligeramente mas potente aumentara la actividad hasta cierto punto;
mientras que estimulo mas potente, por el contrario, conduce a la inhibicion de la actividad y se observa una
respuesta negativa. %2122

La respuesta osteoblastica con valores bajos de energia a los siete dias coincide con algunos estudios que
afirman que las exposiciones a energias mas altas causarian estrés celular, lo que reduce su actividad e inhibe
la proliferacion.?® Otros estudios han demostrado que, incluso, con una menor energia (1J) se pueden obte-
ner mayor numero de osteoblastos, acelerando la reparacion osea."” Por otro lado, quienes usaron diferentes
niveles energéticos concluyen que no hubo efecto de inhibicion del progreso de reparacion osea a una mayor
densidad, por el contrario, podria ser mas efectivo.®

Se encontraron mas celulas osteoblasticas a los siete dias en los grupos fotoestimulados. Este aumento
proliferativo también se detecto por Ribeiro y otros, quienes observaron mayor numero de osteoblastos a solo
cinco dias; concluyen que, a menor periodo de observacion, ya se evidenciaba actividad celular relevante.®
Existe evidencia actual de efectos mas beneficiosos en las etapas iniciales de reparacion osea, posterior a la
extraccion dental.” Ante ello, parece razonable pensar que la actividad osteoblastica podria ser mayor en
periodos de observacion mas cortos.

CONCLUSIONES

La fotobioestimulacion alveolar con niveles bajos de energia inducen la reparacion osea, posterior a la
extraccion dental, tanto igual que usando valores mas altos de energia. Se recomienda realizar estudios con
menores periodos de observacion, mejorando el método de analisis como el de genes, la histomorfometria y
las tomografias.
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