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RESUMO

O proposito deste estudo ¢ avaliar, histomorfometricamente, a influéncia do aspirado de
medula 6ssea (AMO) associado ao enxerto de osso autdogeno (OA) e a terapia com laser em
baixa intensidade (LLLT) no reparo d6sseo de defeitos de tamanho critico (DTC), criados
cirurgicamente em calvarias de ratos. 30 ratos foram aleatoriamente divididos em 3 grupos: C
(controle), AMO/LLLT ¢ AMO/OA/LLLT. Um DTC de 5 mm de diametro foi criado na
calvaria de cada animal. Os animais de cada grupo receberam os seguintes tratamentos: C — o
defeito foi preenchido com codgulo sanguineo somente; AMO/LLLT - o defeito recebeu
aplicagdo da LLLT, foi preenchido com AMO e irradiado novamente; AMO/OA/LLLT - o
defeito recebeu aplicagdo da LLLT, foi preenchido com enxerto de OA associado com AMO
e irradiado novamente. A LLLT foi realizada com laser de InGaAlP (660 nm, 0,035 W,
4 s/ponto, 0,14 J/ponto, 4,9 J/cmz/ponto). Os animais foram submetidos a eutanasia aos 30
dias pos-operatorios. A area de osso neformado (AON) foi calculada como porcentagem da
area total do defeito original na andlise histomorfométrica. Os dados foram analisados
estatisticamente. O grupo AMO/LLLT apresentou AON significativamente maior que os
grupos C e AMO/OA/LLLT. Nao houve diferencas estatisticamente significativas na AON
entre os grupos C e AMO/OA/LLLT. Dentro dos limites desse estudo, pode-se concluir que a
associacdo AMO/OA/LLLT nao estimulou o reparo ¢sseo em DTC na calvaria de ratos. Ja a
associagdo AMO/LLLT resultou em formacao 6ssea significativamente maior que os demais
grupos, confirmando que esta terapia combinada ¢ uma abordagem promissora para promo¢ao

da regneracao 6ssea em defeitos extensos.

Palavras-chave: Aspirado de medula o6ssea. Células-tronco. Lasers. Enxerto Osseo.

Regeneracdo Ossea.



HANO, NY. Bone marrow aspirate combined with autogenous bone grafting and low-
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ABSTRACT

The purpose of this study was to histomorphometrically analyze the influence of the bone
marrow aspirate (BMA) combined with graft autogenous bone (AB) and low-level laser
therapy (LLLT) on bone healing in surgically created critical-size defects (CSD) in rat
calvaria. 30 rats were randomly divided into three groups: C (control), BMA/LLLT and
BMA/AB/LLLT. A 5 mm diameter CSD was created in the calvarium of each animal. In
Group C, the defect was filled with blood clot only. In Group BMA/LLLT, the defect
received laser irradiation, was filled with BMA and irradiated again. In Group
BMA/AB/LLLT, the defect received laser irradiation, was filled with AB graft combined with
BMA and irradiated again. LLLT was performed with InGaAlP laser (InGaAlP laser 660 nm,
0,035 W, 4 s/ponto, 0,14 J/ponto, 4,9 J/sz/ponto). Animals were euthanized 30 days
postoperatively. Newly formed bone area (NFBA) was calculated as percentage of the total
area of original defect in the histomorphometric analysis. Data were statistically analyzed.
Group BMA/LLLT had significantly greater NFBA than groups C and BMA/AB/LLLT.
Statistically significant differences in NFBA were not observed between groups C and
BMA/AB/LLLT. Within the limits of this study, it can be concluded that the combination of
BMA/AB/LLLT did not stimulate bone repair in CSD in rat calvaria. On the other hand, the
combination BMA/LLLT yielded significantly greater bone formation when compared to the
other groups, confirming that this combined therapy is a promising approach to promote bone

regeneration in large defects.

Keywords: Bone marrow aspirate. Stem cells. Lasers. Bone graft. Bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos, um dos principais componentes da medicina regenerativa, segue
os principios do transplante de células, ciéncia de materiais e engenharia para o
desenvolvimento de substitutos bioldgicos que possam restaurar e manter a funcao normal de
tecidos.' Esta consolidada na utilizacdo de células, arcaboucos biocompativeis e fatores de

: 1,2
crescimento.

Nos ultimos anos, tem-se observado um interesse crescente no potencial terapéutico de
c€lulas derivadas da medula 6ssea para aplicacdes da engenharia tecidual.” Estudos recentes
tém avaliado a terapia envolvendo cultivo de células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas
da medula 6ssea com o objetivo de promover o reparo 6sseo.”’ O cultivo de CTMs ¢ uma
abordagem promissora, porém requer instalagdes especiais, consome tempo € € oneroso, o que
poderia torna-lo desvantajoso na pratica clinica. Com o objetivo de simplificaro uso dessas
células para que seu potencial terapéutico possa ser melhor explorado, o aspirado de medula
6ssea (AMO) tem sido proposto como uma fonte viavel de CTMs.*'' O AMO contém uma
porcentagem de células hematopoiéticas, endoteliais e CTMs significativamente maior que o
sangue periférico.'”” Somente poucos estudos in vivo avaliaram o uso do AMO no reparo

8,11,13

. . . . . . . 9-11,14-1
0sseo, sozinho ou associado com enxertos Osseos ou biomateriais’ ' "'*!” demonstrando

resultados promissores.

Estudos in vitro que avaliaram o efeito da terapia com laser em baixa intensidade (LLLT)
sobre as CTMs demonstraram que a LLLT promoveu o aumento da proliferacdo destas

’ 18-21
células, 8

e induziu sua diferenciagio em osteoblastos.”’ Assim, considerando-se o grande
potencial das CTMs na engenharia tecidual e medicina regenerativa e o uso do AMO como
rica fonte destas células, bem como os significativos efeitos bioestimulatorios da LLLT, um
estudo pioneiro foi desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, onde a associagio AMO/LLLT
foi avaliada histomorfometricamente € imunoistoquimicamente no reparo de defeitos de
tamanho critico em calvaria de ratos.® Este trabalho foi financiado pela Fundacao de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - FAPESP como Bolsas de Mestrado (Processo
2010/04450-2) e Doutorado (Processo 2012/15138-5) e, parcialmente, como Auxilio Regular
a Pesquisa (Processo 2010/18925-2). Neste estudo, foram avaliados 4 grupos experimentais:

controle, AMO, LLLT e AMO/LLLT. Foram realizadas analise histomorfométrica da area de

osso neoformado (AON) e andlise imunoistoquimica para avaliacdo das proteinas antigeno
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nuclear de proliferacdo celular (PCNA), fator de transcri¢cdo relacionado a Runt 2 (Runx2) e
osteocalcina (OCN). O grupo AMO/LLLT teve AON e ntimero de células PCNA-positivas e
OCN-positivas, significativamente maiores que todos os grupos experimentais, bem como
numero de células Runx2-positivas significativamente menor que os grupos C e LLLT.
Concluiu-se que a combinagio AMO/LLLT aumentou significativamente a formagdo Ossea
em defeitos de tamanho critico em calvérias de ratos quando comparados ao controle, ou a

cada tratamento isoladamente.

O AMO tem sido principalmente utilizado combinado a enxertos 6sseos alogenos,
enxertos 6sseos xendgenos ou biomateriais para promogio do reparo 6sseo.”'*">""** Segundo
0 nosso conhecimento, a associacdo do AMO a enxertos de osso autdgeno (OA) ainda nao foi
avaliada. Sabe-se que o enxerto de OA ¢ considerado o material de enxertia ideal para
cirurgias de reconstru¢do dssea devido a suas propriedades osteogénica, osteoindutiva e
osteocondutiva.”® Assim, pode-se inferir que a associagdo do AMO aos enxertos de OA teria o
potencial de apresentar resultados sinérgicos muito vantajosos no reparo §sseo,
principalmente nos casos em que sdo utilizados enxertos de OA cortical que, apesar de terem
potencial osteogénico, osteoindutivo e osteocondutivo, apresentam nimero de células muito
menor e revascularizacdo, reabsor¢cdo e remodelacdo mais lentas que os enxertos de 0sso
medular de crista iliaca.”* Neste contexto, seria interessante, ainda, avaliar a associacdo da
LLLT a combinagdo AMO e enxertos de OA, uma vez que a LLLT tem potencial de induzir a

proliferagdo e diferenciacdo de osteoblastos, > 2*

29,30

aumentar a expressdo de fatores

ALs . . A 1,32 r
osteogénicos™ " ¢ estimular a angiogénese’ '~ durante o reparo dsseo.

O proposito deste estudo foi avaliar a influéncia do aspirado de medula 6ssea (AMO)
associado ao enxerto de osso autégeno (OA) e a terapia com laser em baixa intensidade
(LLLT) no reparo 6sseo de defeitos de tamanho critico, criados cirurgicamente em calvarias

de ratos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Modelo experimental

O protocolo experimental foi aprovado Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA,
da Faculdade de Odontologia de Aragatuba da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP. Foram utilizados 30 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), pesando entre 450 ¢ 500 g (UNESP, Biotério da Faculdade de Odontologia de
Aragatuba). Um defeito de tamanho critico foi cirurgicamente criado na calvaria de cada
animal. Eles foram aleatoriamente divididos em 3 grupos experimentais: C (controle);
AMO/LLLT (aspirado de medula 6ssea associado a terapia com laser em baixa intensidade) e
AMO/OA/LLLT (aspirado de medula 6ssea associado ao enxerto de osso autdogeno e a terapia

com laser em baixa intensidade).

2.2 Protocolo de coleta o aspirado de medula dssea

Os animais dos grupos AMO/LLLT e AMO/OA/LLLT foram anestesiados por inje¢do
intramuscular de xilazina (6 mg/kg de peso corporal) e quetamina (70 mgkg de peso
corporal). Imediatamente antes da realiza¢do dos procedimentos cirrgicos, os animais desses
grupos foram submetidos a coleta de medula das cristas iliacas direita e esquerda. 1 ml de
medula (0,5 ml da crista iliaca direita e 0,5 ml da crista iliaca esquerda) foi coletado de cada
animal usando uma seringa descartavel de 10 ml contendo 0,1 ml de citrato de sédio a 3,2%
para prevenir coagulagdo. A medula ¢ssea coletada foi armazenada em um microtubo estéril

até o momento da aplicagdo clinica. (Figura 1)

2.3 Procedimentos cirurgicos

Os animais do Grupo C (controle) foram anestesiados seguindo o mesmo protocolo
descrito para os grupos AMO/LLLT e AMO/OA/LLLT. Apoés anti-sepsia, uma incisdao
semilunar foi realizada na regido anterior da calvaria, permitindo que um retalho de espessura
total fosse rebatido na dire¢cdo posterior. Um defeito de tamanho critico (DTC) de 5 mm de

didmetro foi criado com uma trefina acoplada em peca de mao de baixa rotagdo, sob irrigacao
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constante com solugdo salina estéril. Uma marcagdo em forma de L foi realizada 2 mm
anterior ¢ uma outra 2 mm posterior a margem do defeito cirurgico, utilizando uma broca
carbide tronco-cOnica e um guia cirurgico. As marcagdes foram preenchidas com amalgama.
O proposito destas marcagdes foi permitir a identificacdo do meio do defeito cirargico
original durante o processamento laboratorial e, também, para serem usadas como referéncias
para localizar precisamente as margens Osseas originais do defeito cirurgico durante analise

histométrica (MESSORA et al., 2008) (Figura 2).

No Grupo C, o defeito foi preenchido com coagulo sanguineo somente. No Grupo
AMO/LLLT, o defeito recebeu aplicacdo da LLLT, foi preenchido com AMO e irradiado
novamente. No Grupo AMO/OA/LLLT, o defeito recebeu aplicagdo da LLLT, foi preenchido
com enxerto de OA associado com AMO e irradiado novamente. O osso autdégeno obtido da
calvaria durante a criagdo do defeito cirtirgico foi preparado em um triturador de osso
(modelo pilao), resultando em um volume de 0,1 ml de OA particulado. Os tecidos moles
foram, entdo, reposicionados e suturados. Cada animal recebeu injecdes intra-musculares de
morfina (1 mg/kg de peso corporal - Dirmof®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil) e 24.000 IU de Penicilina G-benzatina (Pentabittico*
Veterindrio Pequeno Porte, Fort Dodge® Saude Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil).

2.4 Protocolo de aplicacdo do AMO

No momento da aplicagao clinica, 50 ul de AMO foi ativado com 1,25 pl de uma solugao
de cloreto de calcio a 10% (Calcium Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston,

TX, EUA), na propor¢do de 0,05 ml de cloreto de célcio para cada 1 ml de AMO. (Figura 3)

2.5 Protocolo de aplicacdo da LLLT

O laser utilizado neste estudo foi o de indio-galio-aluminio-fosforo (InGaAlP)
(TheraLase®, DMC Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, SP, Brasil), com comprimento de onda
de 660 nm e 4rea do spot de 0,0283 cm®. Imediatamente apos o preparo do defeito cirtirgico, a
LLLT foi aplicada em 8 pontos equidistantes na por¢ao interna (modo contato) do defeito

cirtrgico, de tal forma que toda extensao do mesmo recebeu a irradiacdo com laser. O laser
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foi aplicado com uma poténcia de 0,035 W por 4 s/ponto, energia de 0,14 J/ponto e densidade
energética de 4,9 J/cm?/ponto. A densidade de energia total aplicada foi de 39,2 J/cm?®. O
defeito foi preenchido com AMO (Grupo AMO/LLLT) ou enxerto de OA associado ao AMO
(Grupo AMO/OA/LLLT) e irradiado novamente.

2.6 Processamento tecidual

Todos os animais foram submetidos a eutanasia aos 30 dias pos-operatorios. A area do
defeito cirargico original e os tecidos circunjacentes foram removidos em bloco. Apods
descalcificagdo inicial em solugdo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%, cada
espécime foi dividido longitudinalmente em dois blocos, usando o longo eixo de ambas as
marcag¢des em L como referéncias. Cortes transversais foram, entdo, feitos usando o eixo
menor de cada marcacdo em L, permitindo a identificagdo precisa das margens do defeito
cirargico original durante a analise histomorfométrica. Apds descalcificacdo adicional, as
pecas foram processadas e incluidas em parafina. Foram realizados cortes seriados
longitudinais, com 5 um de espessura e corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina para

a analise histomorfométrica.

2.7 Procedimento de andlise de imagem

Dois cortes histologicos, representando o centro do defeito cirtrgico original, foram
selecionados para a andlise histomorfométrica. Esta andlise foi realizada por examinador
calibrado e cego ao tratamento realizado (“Imagelab 2000 software, Diracon Bio Informatica

Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).

Critérios baseados no estudo de Messora et al. (2008) foram usados para padronizar a
analise histomorfométrica das imagens digitais. Resumidamente, a Area Total (AT)
correspondeu a area total do defeito cirargico original e foi considerada 100% da area a ser
analisada. A area de osso neoformado (AON) foi calculada como uma porcentagem da AT na

analise histomorfométrica.
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2.8 Analise Estatistica

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas. A significancia das
diferengas entre os grupos foi determinada por uma andlise de variancia (ANOVA), seguida
por um teste de Tukey post-hoc quando a ANOVA sugeriu uma diferenga significativa entre

os grupos (p <0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Analise histologica qualitativa

Nos espécimes do Grupo C, observou-se uma estreita faixa de tecido 6sseo neoformado
confinada exclusivamente as bordas da ferida cirtrgica. Os defeitos dsseos deste grupo
mostravam-se preenchidos em sua quase totalidade por tecido conjuntivo denso. Neste tecido,
uma grande quantidade de fibras colagenas, orientadas paralelamente a superficie da ferida,
abrigava raras células inflamatérias, grande quantidade de fibroblastos e alguns vasos

sanguineos (Figura 4a ¢ 4b).

Nos espécimes do grupo AMO/LLLT, a neoformagao dssea progrediu das bordas da ferida
em direcdo ao seu centro. O tecido 6sseo neoformado propiciou o fechamento da quase
totalidade ou de mais de 2/3 do defeito dsseo. O remanescente do defeito dsseo mostrava-se
ocupado por tecido conjuntivo denso. Este tecido mostrava-se composto por grande
quantidade de fibras coldgenas, entre as quais se observava moderada quantidade de

fibroblastos e vasos sanguineos (Figura 4c e 4d).

Os espécimes do grupo AMO/OA/LLLT exibiram os dois padrdes de neoformacdo Ossea,
ambos igualmente contribuindo muito pouco para o fechamento do defeito 6sseo. Uma
neoformacao oOssea progrediu das bordas da ferida em direcdo ao seu centro, todavia, em
todos os espécimes, isso era representado por uma faixa extremamente estreita de tecido
0sseo, inclusive mais estreita que aquela apresentada pelos espécimes do grupo C. No centro
do defeito, observou-se muitas particulas 0sseas remanescentes do enxerto 6sseo envolvidas
por tecido conjuntivo. Na superficie de alguns destes remanescentes do enxerto 0sseo,
constatou-se o outro padrao de neoformacao dssea, representado pela aposicao de uma fina
camada de tecido 6sseo imaturo. Todavia, a maioria dos remanescentes do enxerto ndo exibiu
aposi¢ao de tecido 6sseo. Alguns focos de reabsorcdo Ossea ativa foram observados sobre as
particulas de osso autdogeno provenientes do enxerto. O tecido conjuntivo que ocupava as
superficies do defeito Osseo e circunscrevia as particulas 0sseas remanescentes do enxerto
Osseo apresentava-se moderadamente denso, rico em vasos sanguineos e provido de moderada

quantidade de fibroblastos e discreto infiltrado inflamatoério. (Figura 4e e 4f).
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3.2 Analises histométrica e estatistica

O grupo AMO/LLLT apresentou AON significativamente maior que os grupos C e
AMO/OA/LLLT. Nao houve diferengas estatisticamente significativas na AON entre os
grupos C e AMO/OA/LLLT (Figura 5).
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, o Grupo AMO/LLLT apresentou formagao dssea significativamente
maior que o Grupo Controle, corroborando os achados observados em estudo anterior do
nosso grupo de pesquisa.® E bem conhecido que as células-tronco mesenquimais (CTM) sdo
um dos tipo celulares presentes na medula 6ssea que contribuem para a regeneragdo de

. . .. . 4
tecidos mesenquimais, incluindo osso™

. Estudos recentes t€ém demonstrado que as CTM de
medula o6ssea t€ém um maior potencial osteogénico que aquelas de outras origens
anatomicas.'™ Apesar de que uma contagem especifica de CTM nao foi realizada no
presente estudo, ¢ provavel que tenha havido um aumento significativo de CTM nos sitios
cirargicos do Grupo AMO/LLLT. Esta hipotese ¢ suportada pelos achados de Smiler et al.
(2008) que analisaram amostras de AMO e sangue periférico de pacientes com idades entre
23 e 73 anos, através de citometria de fluxo de 6 colunas, usando marcadores celulares para
células-tronco relacionadas ao reparo e crescimento dsseo, e concluiram que o AMO contém
uma porcentagem de células hematopoiéticas, endoteliais e CTMs significativamente maior
que o sangue periférico. Tem sido demonstrado que o laser em baixa poténcia pode acelerar a
proliferagio de CTM?*3®. Além disso, a LLLT tem efeitos bioestimulatorios na conversio das
CTM em células formadoras de osso e na inducdo de ossificacio ex vivo™. Portanto, a
combina¢do de LLLT com AMO poderia ser uma abordagem promissora, como indicado em
estudo pioneiro realizado por nosso grupo de pesquisa® e confirmado pelos resultados do
presente estudo, onde o Grupo AMO/LLLT apresentou formacao Ossea significativamente
maior que os demais grupos. Além disso, sinais de um estagio avangado da formagdo Ossea,
tais como trabéculas Osseas espessas ricas em ostedticos € pequenos espacos medulares
preenchidos com medula 6ssea, com restitui¢do do peridsteo, foram observados neste grupo.
Pode ser sugerido que, no Grupo AMO/LLLT, houve um aumento das CTM no sitio cirargico
devido & presenca de AMO."” A LLLT deve ter nio somente estimulado a proliferagio de
CTM,***** mas também estimulado a diferenciagio destas células no linhagem

41 ~ 7 . ;o L ’ r
3941 resultando em regeneragdo dssea melhor e mais rapida. E possivel que, além

osteoblastica,
das CTM, a LLLT tenha tido uma influéncia positiva sobre outras cé¢lulas do AMO, tais como
as células-tronco hematopoiéticas e progenitoras endoteliais, melhorando suas capacidades de
induzir vasculogénese, recrutar outras células para o sitio da injuria, e secretar fatores de
crescimento e citocinas que tenham um efeito parcrino nas células circunjacentes,*>*
melhorando, assim, a regeneragdo 6ssea.** Considerando-se os resultados muito promissores

obtidos com a terapia combinada AMO/LLLT na promogdo da regeneragdo 6ssea em estudo
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anterior do grupo® e, também, o fato de que o AMO tem sido utilizado, com sucesso,
combinado a enxertos 0sseos aldgenos e xendgenos ou biomateriais para promog¢ao do reparo

. 9,11,15.22
0sseo,

aventou-se a hipotese, proposta para ser avaliada neste estudo, de que a
combinagdo de AMO/LLLT ao enxerto de OA poderia apresentar resultados sinérgicos muito
vantajosos no reparo 6sseo. Contudo, esta hipotese ndo foi confirmada pelos resultados
observados nos animais do Grupo AMO/OA/LLLT, que apresentaram formagao 6ssea similar
ao Grupo Controle e significativamente menor que o Grupo AMO/LLLT. Sabe-se que o
enxerto de OA ¢ considerado o material de enxertia ideal para cirurgias de reconstrugdo o0ssea
devido a suas propriedades osteogénica, osteoindutiva e osteocondutiva.”>* Estes enxertos
podem incluir osso cortical, esponjoso ou cortico-esponjoso.”> O osso coletado da calvaria
durante o preparo do defeito cirurgico era predominantemente formado por osso cortical.
Devido ao fato de que a sobrevivéncia dos ostedcitos depende da presenca de um suprimento
vascular dentro de uma distancia de 0,1 mm,” os enxertos de osso cortical deficientes em
concentrados celulares e vasculares sobre as superficies endosteais e periosteais podem nao
ser capazes de sustentar a viabilidade celular.”® De fato, tem sido amplamente constatado em
varios estudos que enxertos de osso cortical t€m neovascularizagdo muito lenta e as células no
seu interior podem ndo sobreviver; portanto, a formagdo 6ssea ocorre principalmente pelo
crescimento do osso adjacente.*® Além disso, tem sido demonstrado que o trauma cirargico a
um enxerto compromete a viabilidade celular e causa um atraso na revascularizagdo e
remodelacdo do enxerto traumatizado comparado com um enxerto cuidadosamente
manipulado.*’ Neste contexto, deve-se considerar que o enxerto de OA utilizado neste estudo
foi na forma particulada, tendo sido preparado em um triturador de osso. Portanto, o
significativo trauma cirurgico inflingido a este enxerto deve ter dificultado a sobrevivéncia
celular e revitalizagio do enxerto in situ.”> Se a viabilidade celular foi comprometida nos
fragmentos de OA enxertados no defeito cirirgico, ndo havia quantidade significativa de
células que pudessem ter sido estimuladas pela LLLT ou pelas CTM do AMO. Maxson et al.
2012 afirmaram que, além da diferenciacdo, a sinalizagdo paracrina também tem sido
implicada como outro mecanismo pelo qual as CTM melhoram o reparo tecidual. De fato, a
andlise histologica qualitativa mostrou que os animais do Grupo AMO/OA/LLLT
apresentavam varios fragmentos do enxerto de OA no sitio do defeito cirargico, mesmo aos
30 dias pés-operatorios, confirmando o retardo nos processos de reabsor¢ao e remodelacao
deste enxerto. Estes fragmentos, compostos por tecido parcialmente necrético,”
permaneceram ocupando espacos no sitio do defeito cirargico, limitando assim, a

neoformacao ossea.
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5 CONCLUSAO

Dentro dos limites desse estudo, pode-se concluir que a associagdo AMO/OA/LLLT nao
estimulou o reparo 6sseo em DTC na calvaria de ratos. Ja a associagdo AMO/LLLT resultou
em formacao Ossea significativamente maior que os demais grupos, confirmando que esta
terapia combinada ¢ uma abordagem promissora para promoc¢do da regeneragao Ossea em

defeitos extensos.
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Figural

Figura 1. (A) Pungao da crista iliaca; (B) Tubo contendo 1 ml de medula.

Figura 2

Figura 3

(A

ANEXOS A - FIGURAS

Figura 2. (A) Retalho total rebatido em dire¢do posterior;
(B) DTC de 5 mm de didmetro; (C) Preparagdo da
canaleta 2 mm anterior ao DTC; (D) DTC e marcagdes de
amalgama. DTC = defeito de tamanho critico.

Figura 3. (A) AMO coagulado; (B) aplicagdo do AMO do DTC. DTC = defeito de
tamanho critico.

27



28

Figura 4

500 um

G AMO-LLLT

500 gm
AMO-OA-LLLT

Figura 4. Fotomicrografias evidenciando o aspecto histologico dos tecidos que preenchiam os defeitos
osseos nos grupos C (a, b), AMO-LLLT (c, d) e AMO-AO-LLLT (e, f). Abreviagdes e simbolos: ao,
particulas remanescentes do enxerto o0sseo autdgeno; tc, tecido conjuntivo, to, tecido 6sseo. Coloragdo:
Hematoxilina e Eosina (H&E). Aumento original: (a) (¢) (e), 25x; (b) (d) (f), 200x. Barras de escala: (a) (¢)
(e), 500 um; (b) (d) (), 150 pm

Figura 5

90

0
CONTROLE AMOI/LLLT AMO/OA/LLLT

Figura 5. Grafico mostrando médias ¢ desvios padrdo de AON (em %) para cada
grupo, bem como os resultados das comparagdes entre os grupos. 30 dias pos-
operatorios. *p < 0.001; **p < 0.01



