INVESTIGACION

Regeneracién en defectos 6seos creados en ratas
al usar injerto de hueso liofilizado con y sin
terapia laser de baja intensidad (LLLT)

Bone regeneration in osseous defects created in rats using lyophilized
bone graft with and without low level laser treatment

Resumen PIANETTI,
Objetivo: Evaluar el efecto de la terapia con laser en la regeneracion ¢sea al usar injerto de hueso liofiliza- MARIA LUCILA*
do con y sin terapia laser AsGaAl de baja potencia en la regeneracion luego del uso de injertos de hueso.

. . - . . L FLORES,
Materiales y métodos: En 30 ratas Wistar se utiliz osteotomia en la cresta tibial para crear defectos MARIA ELENA*
que luego fueron rellenados con hueso liofilizado en polvo (OSTIUM® Grupo Biotar, Cérdoba, Argenti-
na). En un grupo de 15, se aplicd 2 minutos diariamente durante 21 dias, radiacion laser con longitud GRANA,
de onda de 835 nm (DMC - AsGaAl - modelo WL - Whitening laser- Il unit 2910, EE.UU.) generando DANIEL**
una energia de 3.5 J - fluencia de 90 J/cm? a una distancia de 2 mm. Las restantes quince ratas fueron

o KOKUBU,
utilizadas como control. GABRIEL ***

Cinco ratas de cada grupo se sacrificaron a los 7, 14 y 21 dias luego del tratamiento. Una vez fijadas
las tibias en formol, se libraron de tejidos blandos, se descalcificaron en EDTA, se incluyeron en pa-
rafina y se hicieron cortes histoldgicos que se tifieron con hematoxilina-eosina. Con un software
analizador de imagenes Image Pro Plus se midié por triplicado los porcentajes de hueso trabecular
neoformado, hueso liofilizado y area medular.

* Especialista en Prétesis fija,
removible e implantoasistida.

Resultados: A los 7 dias los porcentajes (media + desviacion estandar) fueron, respectivamente, en ** Profesor Adjunto,
el grupo control y el tratado con laser: hueso trabecular 30,0 + 1,7 y. 38,6 + 2,9 (p<0,05); area medu- Citedra de Anatomia
lar 31,0 + 2,7 y 34,4 + 3,9, (p<0,05) y hueso liofilizado 39,0 + 1,7 y. 28,2 + 3,6 (p<0,01). No se en- Patoldgica 1.
contraron diferencias significativas (p>0,05) entre los grupos a los 14 y 21 dias de tratamiento. " .

S . N . . *** Profesor Asociado,
Conclusion: Los hallazgos sugieren que, en ratas, la aplicacion de laser AsGaAl aumenta la veloci- , i

. o . L Citedra de Anatomia
dad de reabsorcion del relleno de hueso liofilizado en defectos éseos rellenos y facilita su reempla- Patoldoica I
z0 por nuevo hueso reticular. El efecto no manifiesta después de 14 y 21 dias de tratamiento. atologiea 1.
PALABRAS CLAVE: ldser, LLLT, cicatrizacion dsea, aloinjerto.
Escuela de Odontologia

Summary

Objective: To evaluate the effect of laser therapy on bone regeneration using freeze-dried bone graft
with and without laser therapy at low power AsGaAl regeneration after use of lyophilized bone grafts.
Material and Methods: In 30 Wistar rats were used osteotomy to create defects in the tibial crest
which then were filled with lyophilized bone powder (OSTIUM® Group Biotar, Cérdoba, Argentina).
In a group of 15 was applied 2 minutes daily for 21 days, laser radiation with a wavelength of 835
nm (DMC - AsGaAl - WL - laser-ll Whitening unit 2910, USA) generating an energy of 3.5 J- fluen-
ce of 90 J/cm? at a distance of 2 mm. The remaining fifteen rats were used as control.

Five rats from each group were sacrificed at 7, 14 and 21 days after treatment. Once fixed in forma-
lin, the tibias were recovered free of soft tissues. Were decalcified in EDTA, embedded in paraffin
and histological sections were stained with hematoxylin-eosin. With an image analyzer software
Image Pro Plus, was measured by triplicate: the percentage of newly formed trabecular bone, the
percentage of freeze-dried bone and the percentage of core area.

Results: After 7 days the percentages (mean + standard deviation) were, respectively, in the control
group and the laser-treated: 30.0 + 1.7 trabecular bone y. 38.6 + 2.9 (p <0.05), medullary area 31.0
+2.7 and 34.4 + 3.9, (p <0.05) and freeze-dried bone 39.0 + 1.7 y. 28.2 + 3.6, (p <0.01).There were
no significant differences (p> 0.05) between groups at 14 and 21 days of treatment.
Conclusion: The findings suggest that laser application AsGaAl increases the speed of freeze-dried
bone resorption and facilitates their replacement by new woven bone in bone defects filled with fre-
eze-dried bone in rats at 7 days. Laser therapy has no effect or beneficial or detrimental to the 14
and 21 days of treatment.

USAL/AOA, Argentina.
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Introduccién Muchas investigaciones siguieron a la de
Los primeros indicios del empleo de injertos  Van Meekren y con los resultados obtenidos

Oseos para la reconstruccion de defectos datan  de ellas se realizé la clasificacion actual de in-

de 1668, cuando Van Meekren trasplanté hueso  jertos de acuerdo con el origen y estructura de

heterélogo de un perro al hombre para restau-  éstos.?

rar un defecto en el craneo.! Los injertos han sido clasificados en:
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e Autoinjerto: injerto transferido de un lugar a
otro en el mismo paciente.

o Aloinjerto: injerto de un individuo de la misma
especie pero genéticamente distinto.

e Xenoinjerto: injerto tomado de un individuo
de distinta especie.

e [soinjerto: se componen de tejido tomado de
un individuo relacionado genéticamente con
el receptor.

Los injertos actuan por alguno de estos tres
mecanismos basicos:
¢ Osteogénesis
e Osteoconduccion
e Osteoinduccion

La osteogénesis es la formacién y desarrollo
de hueso. Un injerto con propiedades osteogéni-
cas deriva de, o estd compuesto por un tejido que
participa en el crecimiento o la reparacion de hue-
so, vale decir que posee osteoblastos viables.?¢

La osteoinduccion es el acto o proceso de es-
timular la osteogénesis, es decir la diferenciacion
de células mesenquimaticas hacia osteoblastos.
Es posible utilizar a los injertos osteoinductivos
para mejorar la regeneracién ésea y el hueso
puede incluso crecer o extenderse hacia un area
en la cual normalmente no se encuentra.?¢ En
este proceso resulta fundamental la participacion
de proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) pro-
venientes, principalmente, del hueso cortical.

La osteoconduccion provee una matriz fisica o
estructura apta para la deposicion de un nuevo
hueso; mediante este mecanismo, los injertos os-
teoconductivos permiten la aposicion 6sea, a par-
tir de hueso ya existente, sin embargo, no tienen
capacidad de producir formacion 6sea cuando
son ubicados dentro de tejido blando.?* Para pro-
ducir el crecimiento 6seo a lo largo de la superfi-
cie, un injerto osteoconductivo requiere de la pre-
sencia de hueso ya existente, o de células me-
senquimaticas que se diferencien en osteoblastos.
Todos los materiales de injertos 6seos poseen al
menos uno de estos tres modos de accion.?¢

Se han realizado varios estudios y trabajos
de investigacion sobre los distintos injertos, sus
caracteristicas y sus mecanismos basicos de
accion en la regeneracion 6sea. Este trabajo se
referira especificamente a los xenoinjertos.

Los xenoinjertos se componen de tejido toma-
do de un individuo de distinta especie, no rela-
cionado genéticamente con el receptor.'? Al ser
aplicado en ratas, el hueso humano (OSTIUM®-
Grupo Biotar, Argentina) es un xenoinjerto.

Dentro de la amplia gama de xenoinjertos se
utilizé para esta investigacion el injerto de hueso
liofilizado de granulometria 1cc (OSTIUM®-Gru-
po Biotar, Argentina). Este material es tejido 6seo
humano de donante vivo o cadavérico provenien-
te de un Banco de Hueso habilitado.” El procedi-
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miento de obtencion consta de la eliminacion de
tejido blando y cartilago, trozado, lavado con
agua purificada, solucion salina y etanol para la
eliminacion de proteinas solubles y grasas. Con-
tinda la liofilizacion o secado en frio de las parti-
culas de hueso esponjoso que luego son tamiza-
das y seleccionas. Posteriormente, se envasan
en frascos ampolla tipo vial, se taponan al vacio,
se precintan, rotulan y empaquetan en bolsa de
plastico transparente. Este material se esteriliza
por radiacién gamma, usando una dosis minima
de 25kGy y luego es envasado definitivamente.?

Este injerto se uso para rellenar defectos
6seos creados en ratas, ya que este animal es
de facil manipulacién y mantenimiento y es un
modelo econémico.

Se deben distinguir dos grandes grupos de
laseres: los de alta potencia o quirurgicos y los
de baja potencia o terapéuticos (low-level laser
therapy o LLLT).81° En este estudio se emplea-
ron los segundos, que carecen de efecto térmi-
co, su potencia es menor, su superficie de ac-
cioén es mayor, operan en el espectro visible y el
infrarrojo, su longitud de onda es entre 600 y
900 nm, la energia que usan se indica en joules
y la densidad de energia en Joules/cm (J/cm?).
La terapia con ellos se denomina de bioestimu-
lacién o biomodulacién.8 1

Revisando la bibliografia, hemos encontrado
trabajos de investigacion de laser de baja poten-
cia de AsGaAl, sobre tejidos blandos, pero ésta
es escasa sobre su efecto en tejidos duros. No
encontramos comunicaciones sobre su accién
sobre injertos, especificamente hueso liofilizado
humano. Por este motivo el objetivo de este es-
tudio fue evaluar el efecto de la terapia laser de
baja potencia sobre defectos dseos en cresta ti-
bial rellenados con hueso liofilizado en ratas.

Materiales y métodos

Se utilizaron 30 ratas Wistar de 250 gramos
de peso, que fueron alojadas en jaulas de ace-
ro inoxidable, en un ambiente de temperatura
controlada (21 + 5°C) y un ciclo de luz-oscuri-
dad de 12 hs. Las ratas se alimentaron con die-
ta balanceada comercial (Cooperacion, Argenti-
na) y agua potable ad libitum.

Se dispusieron en 2 grupos:

a) Formado por 15 ratas a las que se les rea-
liz6 un defecto 6seo en ambas patas pos-
teriores. En la izquierda el defecto se relle-
né con hueso liofilizado en polvo de 1cc de
granulometria (OSTIUM, Grupo Biotar).
Este grupo no recibi6 terapia laser.

b) Formado por 15 ratas a las que se le reali-
z6 un defecto 6seo en el miembro posterior
izquierdo con la aplicacién de hueso liofili-
zado en polvo (OSTIUM) y terapia con apa-
ratologia laser de baja potencia (LLLT).
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Procedimiento

Los animales se anestesiaron con una mez-
cla de clorhidrato de ketamina (14 mg/kg) y ace-
promacina (10 mg/kg) via intraperitoneal. Se re-
alizé la tricotomia y desinfeccion de la zona con
povidona iodada.

Luego se realizé una incision sobre la crestal
tibial, con hoja de bisturi numero 15. Se efectué
divulsion roma de los tejidos hasta decolar el
periostio y exponer el hueso tibial.

Con fresa numero 8 de carburo tungsteno se
realizaron los defectos 6seos tanto al grupo A
como al B, con abundante irrigacion con solu-
cion fisiolédgica y empleando micromotor (High
Tecno endo. NSK 1:1 Intramatic 20 ES a
5000 RPM), posteriormente se rellenaron aque-
llos defectos realizados en pata izquierda de ra-
tas del grupo Ay B (Fig. 1).

Luego se realizé la sutura de la zona con pun-
tos simples con seda 3 ceros (Surgicon).

Al grupo B se le realizé tratamiento con laser
de AsGaAl de baja potencia (Laser DMC modelo
I, modelo WL Il unit 2910, USA) programado en
bioestimulacion 6sea durante 120 segundos a
835 nm, a una distancia de 2 mm sobre la herida
lo mas perpendicular posible, puntal y con tipo
emision continua e irradiacion transcutanea, con
una energia de 3.5 J a una fluencia de 90 J/cm?,
durante 21 dias seguidos. El operador estaba
protegido con gafas oscuras ya que el Unico ries-
go fisico en esta terapia es el dafo ocular.8"

Los animales se sacrificaron en grupos de 5 a
los 7, 14 y 21 dias de la cirugia con una sobre-
dosis de anestesia. (Un tercio de cada grupo se
sacrificé alos 7, 14 y 21 dias luego de la cirugia).

Una vez sacrificadas, se separaron los miem-
bros posteriores y se sumergieron para su fija-
cion en formol taponado al 10% como minimo
durante 24 horas. Luego, se eliminaron los teji-
dos blandos.

Las tibias se descalcificaron en EDTA y luego
se incluyeron en parafina para realizar cortes his-
toldgicos que se tifieron con hematoxilina-eosina.

Una vez obtenidos, los cortes se fotografia-
ron con una camara digital Canon A625 conec-
tada a un microscopio 6ptico Lancet para poder
realizar las mediciones correspondientes con el
programa de analisis de imagenes Image Pro
plus ver 4.5 for Windows. Se midi6 hueso trabe-
cular, medular y hueso liofilizado.

Las mediciones se realizaron por triplicado y los
datos obtenidos se promediaron para cada caso y
ese fue el dato utilizado para el andlisis estadistico.

Para el mismo se empled el paquete estadis-
tico Graphpad Instat ver.3.01. Se considero sig-
nificativo un valor de p<0.05 y los datos se ex-
presaron como media + desvio estandar.

Para analizar los datos de los dias 7 y 14 se uti-
liz6 un andlisis de varianza (ANOVA) unidireccio-
nal, la prueba de comparaciones multiples de Tu-
key-Kramer. Para corroborar que los grupos pro-
venian de poblaciones con DS similares se usé la
prueba de Barllett y para asegurarse de que las
poblaciones seguian una distribucién gaussiana
se utilizé el método de Kolmogorov y Smirnov.

En el caso de los datos de 21 dias, por en-
contrarse cantidades minimas de hueso liofili-
zado humano en los cortes, sélo se evalué el
porcentaje de hueso trabecular y el porcentaje
de la porcién medular del espécimen, por lo que
se uso la prueba de t para datos no apareados
para analizar los datos.

Resultados

Analisis cualitativo
Microscépicamente se observo:

e Preparado de control derecho 7 dias: Se obser-
va el area de fresado, con tejido 6seo reticular
cuyas trabéculas se encuentran desordenadas
siguiendo la orientacién de las fibras colagenas
formando un entramado. Al compararlo con el
hueso laminar que se encuentra en las cerca-
nias de area de fresado, éste esta totalmente
ordenado en su disposicion trabecular. Mien-
tras que el hueso reticular presenta mayor nu-
mero de componentes celulares (Fig. 2).

Fig. 1: Ostium con solucién fisioldgica.
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Fig. 6: Preparado ldser izquierdo 7 dias (200X).

e Preparado de control izquierdo 7 dias (con
hueso liofilizado sin aplicacion de ldser): Si
comparamos este preparado con el anterior
se observa que hay menos hueso de tipo re-
ticular y que el hueso liofilizado le sirve de
“andamio” a éste. En este preparado como en
el anterior se observa mayor nimero de com-
ponentes celulares (osteocitos, células gigan-
tes) que intervendran en el futuro remodela-
do 6seo. No se observa infiltrado inflamatorio
(Figs. 3y 4).

e Preparado ldser izquierdo 7 dias (Con hueso
liofilizado y aplicacion de terapia laser): Se
observa una respuesta periostica importan-
te, con mayor numero de células gigantes,
los osteoblastos son mas grandes y poseen
mayor actividad. El hueso liofilizado se en-
cuentra en menor cantidad y el hueso reticu-
lar es mas numeroso con trabéculas mas
gruesas (Figs. 5, 6, 7y 8).

Andlisis cuantitativo: Los valores de las me-
diciones realizadas, expresados como porcen-
tajes para cada grupo fueron los siguientes (Fig.
9, Cuadro I):

Se comparo la regeneracion ésea en los dis-
tintos grupos, las caracteristicas de regenera-
Fig. 8: Control y ldser 7 dias con 50X de aumento. cion y el efecto que el laser produjo sobre la re-
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Resultados Estadist CUADRO I. RESUMEN DE RESULTADOS
o % hueso % medular Hueso
i trabecular liofilizado
0 7 dias Control 30,0+1,7 31,0+2,7 39,0+1,7
2
75739 Laser 38,6+2,9 34,4+3,9 28,2+3,6
] Significacion * NS -
n 14 dias Control 44,4+10,2 35,3+8,5 25,8+9,2
[} .
Laser 36,0+8,2 34,6+5,9 28,8+4,8
i o Significacion NS NS NS
NS: no significativo; *: p<0,05; **: p<0,01
Fig. 9: Resultados.
generacion 6sea con injerto de hueso liofiliza-  criben resultados como: aumento del nimero
do, y se observaron diferencias significativas en  de osteocitos, matriz 6sea y aumento de proli-
el hueso liofilizado entre los grupos control y 1a-  feracion celular.810.13.16-1
ser a los 7 dias (p<0,01). Por lo antes expuesto y en base a la investi-
A los 21 dias no se encontraron diferencias gacion realizada puede inferirse como conclu-
significativas en el porcentaje de hueso trabe-  sioén que en nuestro estudio que arrojo diferen-
cular entre los grupos: 59,5+14,6% en el control  cias significativas entre el grupo control y laser
y 57,6+14,8% en el grupo laser. (dia 7) con injerto 6seo, existe un posible au-
mento en la velocidad de reabsorcion de dicho
. L. . injerto y reemplazo por nuevo hueso. Como se
Discusion y conclusion: e o
S . ha desarrollado dentro del analisis cualitativo
Si bien el uso de LLLT en odontologia no es S
~ . podemos observar que la regeneracion 6sea
nuevo y data desde hace 10 anos en Japon y . Lo
8101215 avi . no se ha visto perjudicada entre los prepara-
Europa,® 1% existen pocos estudios sobre su . o
. . . dos control sin hueso, con hueso liofilizado y
eficacia en tejidos duros y hemos encontrado . . . -
- o con laser por el contrario se ha visto beneficia-
solo uno sobre injertos, pero no especificamen- . X .
. e da al aplicarle laser y si bien sabemos que son
te sobre injerto de hueso liofilizado. . L o
. . . . necesarias mas investigaciones sobre el efecto
Los laseres de baja potencia mas usados son . "
810131416 del LLLT en regeneracion 0sea con injerto de
clase lll o Illb: 8101314, A
hueso liofilizado, creemos que los resultados
« HeNe de longitud de onda 633 nm ?abzts:;dsc.)s son de de interés por las siguientes
e GaAlAs de longitud de onda entre 705-905 nm ’
- . . . ¢ Los injertos son una buena alternativa para el
Estos emiten energia luminosa con una lon- ) ) .
. . tratamiento de defectos éseos y cavidades.
gitud de onda, son de luz monocromatica y co- . ; . ;
101213 L Tiene propiedades osteoinductivas y osteo-
herente, 01213 y cumplen con todos los princi- . Y. L .
. . P conductivas, son de facil obtencion y manipu-
pios basicos de la optica: . .
lacion y puede combinarse con excelentes re-
. sultados con hueso autélogo.3620.21
e Transmision
o Reflexion . .
e ¢ Y si como mencionamos podemos suponer
¢ Refraccion . .
9 que el LLLT acelera el reemplazo de dicho in-
e Absorcion . )
jerto por nuevo hueso, estariamos en presen-
. s cia de una excelente alternativa para la rege-
La energia de absorcion es la que produce . -
. neracion ésea que se acompafa de un au-
los efectos y estos fendmenos dependen de la . . o
; . . mento en la velocidad de cicatrizacion de
longitud de onda y caracteristicas opticas del N R
L 718 tejidos blandos y una disminucion del dolor.
tejido irradiado.™
Varios estudios demuestran los resultados de
estos laseres sobres tejidos blandos, regenera- ~ Bibliografia ) ) _
cién nerviosa, aumento de nuevos capilares, es- 7'f S""_" G""g‘;’a ,SCD Mi Injertos ;’se"s_;u’;a I"””e’ """It"fa
timulacion de sintesis de ADN y ARN, aumento efectiva y actual para 1a reconstruccion ae’ complejo
, . . ., craneofacial. Rev Cubana de Estomatol [online]. La Haba-
de la Sl.rlteSIS de ATP’ estimulacion _de_la trans- na 2005; 42, n.1 pp. 0-0 . Disponible en: <http://scielo.sld.cu/
formacion de fibroblastos a miofibroblas- sciejo.php?script=sci_arttext&pid=50034-
t0s.810.12-16 Sobre tejidos duros, aunque se des-  75072005000100005&Ing=es&nrm=iso>. ISSN 0034-7507.
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Aclaracion

En la RAOA N 5/09 Octubre-Diciembre 09,
387-391, “Efectos de la terapia laser de baja in-
tensidad (LLLT) en defectos 6seos en ratas”, se
omitio:

“Este trabajo forma parte de la tesina final de
la Carrera de Especializacion de Protesis fija,
removible e imploasistida de la Escuela de
Odontologia de USAL/AQA, de la odontéloga
Maria Elena Flores”.

Asimismo en los datos del Dr. Daniel Grana
debié decir: Profesor Adjunto, Catedra de Pato-
logia I, Escuela de Odontologia USAL/AOA, y
en los del Dr. Gabriel Kokubu debié decir: Profe-
sor Asociado, Catedra de Patologia |, Escuela
de Odontologia USAL/AOA.
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