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Rabello AP. Efeito da laserterapia e do plasma rico em plaquetas em dentes reimplantados
tardiamente: analise histoldgica, histoquimica e por microtomografia computadorizada [Tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

O melhor tratamento para dentes permanentes avulsionados é o reimplante imediato, porém,
quando o dente permanece fora do alvéolo por longo periodo, o prognostico pode ser
prejudicado. Condutas tém sido buscadas na tentativa de melhorar os problemas decorrentes
de reimplantes tardios. A laserterapia, devido a sua propriedade anti-inflamatdria, e o plasma
rico em plaquetas (PRP), devido a liberacdo de fatores de crescimento, sdo boas alternativas
visando atenuar o processo inflamatdrio e auxiliar o processo de reparo. Avaliou-se os efeitos
da laserterapia, da aplicacdo do PRP e da associacdo de ambos sobre o reimplante tardio de
incisivos superiores de ratos. Cinquenta animais foram divididos em dez grupos
experimentais (n=5): grupo controle onde o incisivo superior direito ndo recebeu alguma
intervencdo, e nove grupos onde houve a extracdo dentéria simulando uma avulséo seguida do
reimplante apds 40 minutos. Em um desses grupos, a polpa foi mantida no canal radicular, e
os demais foram submetidos a um protocolo de tratamento, de acordo com a condi¢do da
cavidade pulpar (manutencdo da polpa, preenchimento com hidréxido de célcio ou
preenchimento com PRP) e tratamento do alvéolo/periodonto (codgulo ou PRP com ou sem
laserterapia). As avaliacGes foram realizadas por meio de analise histologica e histoquimica
apos 30 dias e por microtomografia computadorizada (micro-CT) sobrepondo-se as imagens
dos periodos imediato e 30 dias apds o reimplante. Os dados obtidos a partir das avaliacdes
histologica e histoquimica foram analisados pelos testes ANOVA e Tukey e os dados
microtomograficos pelos testes Kruskall Wallis e Dunn, com nivel de significancia 5%. Apos
andlise histolégica e histoquimica, verificou-se que ndo houve diferenca estatistica
significante entre os grupos quanto ao nimero de clastos/mm de superficie reabsorvida (p >
0,05). Nos grupos onde o PRP foi inserido no alvéolo dentario, independentemente da
associacdo ao laser ou do tratamento intracanal, a porcentagem de reabsorcdo radicular foi
menor do que no grupo que recebeu o tratamento convencional com hidroxido de célcio
intracanal e coagulo no alveolo -HC/Co (p<0,05). Nos grupos onde o codgulo foi mantido no
alvéolo, somente o grupo que foi irradiado com LBI e o canal preenchido com PRP
(PRP/Co/L) apresentou indice de reabsorcao radicular significativamente menor que o grupo
HC/Co (p<0,05). Os resultados obtidos pela analise micro-CT mostraram que o PRP ou LBI
empregados isoladamente ndo ofereceram melhora significativa nos indices de reabsorcao
radicular de dentes de rato reimplantados tardiamente (p < 0,05). Os grupos que foram
tratados com a associagdo do PRP no alvéolo e com a irradiacdo com LBI, independentemente
do material usado para preencher o canal radicular, apresentaram menos reabsorcao radicular
em relacdo ao grupo HC/Co (p < 0,05). Pode-se concluir que a associagdo PRP e LBI pode se
constituir em um protocolo promissor de tratamento de dentes reimplantados tardiamente.

Palavras-Chave*: Reimplante dentario. Plasma rico em plaquetas. Terapia com luz de
baixa intensidade

* Conforme Descritores em Ciéncias da Saude — DeCS (Bireme) e Normas FOAr.



Rabello AP. Effect of low-level laser therapy and platelet-rich plasm on delayed on replanted

teeth: a histological, histochemical and microtomographic analysis [Tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

The best treatment for avulsed permanent teeth is immediate replantation, but when the tooth
remains outside the alveolus for a long period, the prognosis may be impaired. Pipelines have
been sought in an attempt to improve the problems arising from late reimplants. Laser
therapy, due to its anti-inflammatory property, and platelet-rich plasma (PRP), due to the
release of growth factors, are good alternatives aimed at attenuating the inflammatory process
and assisting the repair process. The effects of laser therapy, the application of PRP and the
association of both on the delayed replantation of upper incisors of rats were evaluated. Fifty
animals were divided into ten experimental groups (n = 5): control group where the right
upper incisor did not receive any intervention, and nine groups where the dental extraction
was performed simulating an avulsion followed by reimplantation after 40 minutes. In one of
these groups, the pulp was maintained in the root canal, and the others were submitted to a
treatment protocol, according to the condition of the pulp cavity (pulp maintenance, calcium
hydroxide filling or filling with PRP) and treatment of the pulp. Alveolus / periodontium (clot
or PRP with or without laser therapy).The evaluations were performed through histological
and histochemical analysis after 30 days and by computerized microtomography (micro-CT)
overlapping the images of the periods immediately and 30 days after the replantation. The
data obtained from the histological and histochemical evaluations were analyzed by the
ANOVA and Tukey tests and the microtomographic data by the Kruskall Wallis and Dunn
tests, with a significance level of 5%. After histological and histochemical analysis, it was
verified that there was no statistically significant difference between groups regarding the
number of clasts/mm of resorbed surface (p > 0.05). In the groups where PRP was inserted
into the dental alveolus, regardless of the association with the laser or the intracanal treatment,
the percentage of root resorption was lower than in the group that received the conventional
treatment with intracanal calcium hydroxide and blood clot in the alveolus - HC/Co (P <
0.05). In the groups where the clot was kept in the alveolus, only the group that was irradiated
with LBI and the channel filled with PRP (PRP/Co/L) presented a significantly lower root
resorption index than the HC/Co group (p < 0.05 ). The results obtained by the micro-CT
analysis showed that the PRP or LBI used alone did not offer a significant improvement in the
root resorption rates of delayed replanted rat teeth (p < 0.05). The groups that were treated
with the association of PRP in the alveolus and with LBI irradiation, regardless of the material
used to fill the root canal, presented less root resorption in relation to the HC/Co group (p
<0.05). It can be concluded that the association PRP and LBI may constitute a promising
protocol for treatment of delayed replanted teeth.

Keywords*: Tooth replantation. Platelet-rich plasm. Low-level Light Therapy.

* Conforme Descritores em Ciéncias da Saude — DeCS (Bireme) e Normas FOArr.
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1 INTRODUCAO

A avulsdo de dentes permanentes € uma das decorréncias mais graves de um
traumatismo orofacial (Andersson et al.', 2012), sendo que 0s incisivos centrais superiores
geralmente sdo os dentes mais afetados. A avulsdo dentaria € uma lesdo traumatica complexa
caracterizada pela ruptura do feixe neurovascular e do ligamento periodontal expondo o dente
ao meio externo (Andreasen?, 2007).

O melhor tratamento para dentes permanentes avulsionados € seu reimplante imediato
(Santos et al.*®, 2009; Reis et al.*’, 2014). Porém, em muitos casos o dente permanece por
longo tempo fora do alvéolo em condicdes de armazenamento improprias, 0 que prejudica o
progndstico (Santos et al.*°, 2009; Ricieri et al.?®, 2009; Reis et al.?’, 2014).

O reimplante de um dente avulsionado que permanece em meio seco por mais de 5
minutos, é considerado tardio, e nesses casos ocorre grave lesdo na superficie radicular,
resultando em extensa necrose do ligamento periodontal (Carvalho et al.”, 2012). Por isso, é
aconselhavel que o dente permaneca em meio de armazenamento capaz de manter a
viabilidade das células do ligamento periodontal (Santos et al.*°, 2009; Andersson et al.’,
2012). Diversos estudos tém avaliado a eficacia de diferentes meios de armazenamento para
acondicionar o dente avulsionado (Santos et al.*°, 2009; Ricieri et al.?®, 2009; Reis et al.?,
2014). O uso de meios de armazenamento com osmolaridade balanceada, como solucéo
balanceada de Hank’s (HBSS), solugdo salina, saliva ou leite ¢ indicado pela International
Association of Dental Traumatology (IADT) (Andersson et al.', 2012). O leite tem mostrado
bons resultados na manutencdo da viabilidade das células do ligamento periodontal, alem de
ser mais comumente encontrado proximo ao local do acidente (Santos et al.*°, 2009; Ricieri et

al.?®, 2009; Reis et al.?’, 2014).
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Ap0s o reimplante dentario, os problemas clinicos que ocorrem com maior prevaléncia
s30 as reabsorcdes radiculares e anquilose (Komatsu et al.'*, 2008). Nesse caso, dentes
avulsionados e reimplantados podem apresentar reabsor¢do radicular externa inflamatoria e
reabsorcdo radicular externa por substituicdo decorrente da anquilose alvéolo-dentaria
(Consolaro®, 2012, Bastos et al.®, 2014, Carvalho et al.?, 2016).

A reabsorcdo radicular externa inflamatoria é decorrente de danos ao ligamento
periodontal e a superficie radicular no momento da lesdo associados a polpa necrética e
infectada (Bastos et al.%, 2014). Areas de reabsorcdo no cemento e na dentina sio observadas
junto com a inflamacdo do tecido periodontal adjacente (Andreasen?, 2007). Os processos de
reabsorcédo e inflamacdo estdo diretamente relacionados a gravidade da lesdo periodontal e a
presenca de tecido pulpar necrosado e infectado no canal radicular (Andreasen?, 2007, Bastos
et al.®, 2014, Carvalho et al.8, 2016). Assim, na auséncia dos cementoblastos, a persisténcia da
inflamacéo e de seus mediadores sugere que o ambiente tecidual seja propicio e estimulador
da reabsorcao na superficie radicular (Consolaro®, 2012; Panzarini et al.”, 2013).

A anquilose alvéolo-dentéaria ocorre quando hd um dano extenso na camada mais
interna do ligamento periodontal e a reparacdo da parede do alvéolo e do ligamento
periodontal adjacente ocorrem simultaneamente, resultando na unido do dente ao 0sso
alveolar (Trope et al.*?, 2011). Radiograficamente, o espaco do ligamento periodontal esta
ausente, e ha uma unido direta do 0sso alveolar com a raiz (Finucane et al.'°, 2003).

A reabsorc¢éo radicular externa por substituicdo esta relacionada a auséncia de células
do ligamento periodontal vitais na superficie radicular (Bastos et al.®, 2014). Assim, na
auséncia de cementoblastos na superficie radicular e presenca de regides de anquilose, pelo
processo de remodelacdo 0Ossea fisioldgica, a raiz dentaria vai sendo substituida por tecido

6sseo (Trope et al.¥?, 2011).
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A ocorréncia de reabsorcao inflamatoria, anquilose e reabsorcao por substituicdo esta
diretamente relacionada a uma série de fatores, como a integridade da camada de cemento,
viabilidade de células do ligamento periodontal, condi¢des do tecido pulpar e intensidade do
trauma (Carvalho et al.2, 2016).

Condutas tém sido realizadas na tentativa de melhorar o prognostico nos casos de
reimplantes tardios. Além do uso de um meio de armazenamento adequado até que o dente
seja inserido novamente no alvéolo, tratamentos tém sido buscados na tentativa de evitar a
perda posterior do dente. Um método empregado em engenharia tecidual, que visa a
regeneracdo do periodonto, inclusive em casos de reimplantes dentarios, é o uso do plasma
rico em plaquetas (PRP) (Assuncéo et al.®, 2011, Nagata et al.??, 2014, Priya et al.®, 2016). O
PRP € uma concentracdo autdéloga de plaguetas em um pequeno volume de plasma (Marx et
al.'®, 2004, Anila et al.®, 2006, Kawase et al.'®, 2015). O PRP ativado libera fatores de
crescimento (FC) cuja funcdo é de estimular o crescimento, proliferacdo, cicatrizacdo e
diferenciacéo celular por meio da regulagéo de uma variedade de processos celulares (Kawase
et al.’®, 2015). Os FC iniciam a cicatrizacdo do tecido conjuntivo, regeneracéo e reparacéo
6ssea e promovem o desenvolvimento de novos vasos sanguineos (Anila et al.?, 2006, Law et
al.™®,  2013). Os principais FC encontrados no PRP sio: PDGF - Fator de crescimento
derivado de plaquetas, TGF- B - Fator de transformagdo do crescimento P, IGF-I - Fator de
crescimento semelhante a insulina tipo I, EGF - Fator de crescimento epitelial e VEGF - Fator
de crescimento endotelial vascular (Kawase et al.™3, 2015).

O PDGF é um potente fator de crescimento regulatério e sinalizador que inicia quase
todo o processo de cicatrizacdo de feridas. A principal funcdo do PDGF é estimular a
replicacdo de células capazes de cicatrizacdo e de células pré-mitoticas osteoprogenitoras

parcialmente diferenciadas, que fazem parte da cicatrizacdo do tecido conjuntivo e 0sseo. O
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PDGF também provoca a replicacdo das células endoteliais, formando novos capilares (Anila
et al.®, 2006).

O TGF-B ¢ um fator de crescimento de tecido conjuntivo envolvido com a formagao
da matriz que influencia os osteoblastos para estabelecer a matriz dssea através do processo
de osteogénese. Ele regula a proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos de células, como
fibroblastos, incluindo os do ligamento periodontal, células endoteliais, osteoprogenitoras,
condroprogenitoras e células-tronco mesenquimais (Anila et al.®, 2006).

O IGF-I também é importante na cicatrizacao de feridas e estimula tanto a proliferacao
guanto a funcdo dos osteoblastos. Ele participa do desenvolvimento de muitos tecidos,
incluindo os dentes e tem efeitos sobre os fibroblastos do ligamento periodontal e sintese
proteica (Anila et al.3, 2006).

O EGF é responsavel pela diferenciacdo celular e estimula a re-epitelizacdo, a
angiogénese e a atividade da colagenase. O VEGF tem potentes atividades angiogénicas,
mitogénicas e de aumento da permeabilidade vascular especificas para células endoteliais,
desempenhando importante papel na formacao dos vasos sanguineos (Anila et al., 2006).

O PRP é usado para liberar FC em altas concentracdes no local onde se pretende
reparar um defeito ou uma lesdo tecidual, levando a aceleracdo do processo cicatricial
(Mendonga et al.?*, 2009). Para regeneracéo do periodonto, é fundamental que ocorra uma
nova ligacdo das fibras colagenas do ligamento periodontal com a matriz organica da raiz
dentaria, sendo que a fibronectina presente no PRP, tem uma forte acdo quimiotatica para
fibroblastos e auxilia nessa interligacdo (Melcher et al.?°, 1985). Além disso, devido a sua
capacidade de estimular a proliferacdo celular, migracdo, adeséo e sintese de FC a partir de
células e granulos plagquetéarios, o PRP apresenta um efeito positivo na regeneragdo do

periodonto (Anitua et al.*, 2013).
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O uso do PRP para a regeneracdo do ligamento periodontal ap6s avulsdo dentéria foi
avaliado por Assuncdo et al°. (2011). Dentes de cdes foram avulsionados, mantidos por 30
minutos em meio seco, preenchidos com hidroxido de célcio e reimplantados no alvéolo
dentario preenchido com PRP. Os resultados mostraram que, todos 0s grupos onde o PRP foi
utilizado apresentaram menor porcentagem de reabsorcdo radicular inflamatéria quando
comparados ao grupo controle, o qual ndo recebeu nenhum tratamento prévio ao reimplante.
Na presenca de PRP, também ndo foram observadas regides de anquilose.

Outra tecnologia que vem sendo estudada em casos simulados de avulsdo e reimplante
dentério é a terapia com laser de baixa intensidade (LBI) (Saito et al.?, 2011, Vilela et al.®,
2011, Carvalho et al.8, 2016, Matos et al.'®, 2016). Apds a ocorréncia de trauma, ocorre uma
resposta inflamatoria a partir dos tecidos de suporte dentario agredidos, e o LBI, devido sua
propriedade de modular o processo inflamatério, tem sido utilizado a fim de melhorar a
recuperacdo tecidual e permitir o inicio do processo de reparo, reduzindo a reabsorcéao
radicular externa inflamatéria (Vilela et al.®, 2011, Carvalho et al.?, 2016, Matos et al.'?,
2016). Além disso, o LBI apresentou efeitos positivos na proliferacdo de fibroblastos
(Saygun et al.*!, 2008) e na adesdo dessas células & superficie radicular (Raldi et al., 2010),
acelerando o processo de reparo do ligamento periodontal, o que pode melhorar o prognéstico
de dentes avulsionados e reimplantados. Vilela et al*. (2011) mostraram que o uso do LBI no
ligamento periodontal e superficie radicular de incisivos superiores reimplantados de ratos
leva a menor porcentagem de éareas reabsorvidas. Além disso, na presenca do LBI os
odontoblastos ndo apresentaram nenhuma mudancga morfologica degenerativa e a quantidade
de células inflamatorias pulpares e areas de necrose foram menos evidentes. Estudos mais
recentes também demonstraram que o LBI favoreceu o processo de reparo, aumentando o
perimetro de reparo periodontal e reduzindo a reabsorcdo radicular (Carvalho et al.?, 2016,

Matos et al.'®, 2016).
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O LBI pode desempenhar um papel importante na regeneracdo do periodonto pelo
aumento da producdo de fatores de crescimento, como PDGF e TGF-B, que sdo os FC mais
importantes para o ligamento periodontal. A irradiacio com LBI também induz a
degranulacdo plaquetaria e a liberagcdo de substancias armazenadas em granulos plaquetarios
especificos. Portanto, é possivel que a associacdo do PRP ao LBI possa aumentar a
concentracdo de fatores de crescimento no local de cicatrizacdo da lesdo (Nagata et al.?,
2014). Nagata et al®®. (2014) avaliaram a influéncia do PRP, LBI e sua associacdo na
cicatrizacao de defeitos periodontais criados na mandibula de ratos. Apos 30 dias, nos grupos
onde esses trés tratamentos foram realizados, observaram que houve significante formacéao de
cemento e de ligamento periodontal funcional caracterizado pela insercéo de fibras colagenas
obliquas e perpendiculares a superficie radicular.

O mecanismo biomolecular de reabsorcdo radicular tem sido estudado através da
avaliacdo da fosfatase acida resistente ao tartarato - TRAP (Manfrin et al.’®, 2013). A TRAP é
uma isoenzima de fosfatase acida sintetizada por odontoclastos e osteoclastos, e é encontrada
principalmente no tecido 6sseo e em algumas células do sangue. Ela apresenta um papel
importante nos processos de reabsor¢cdo, atuando como um marcador enziméatico que
demonstra a atividade osteoclastica (Assuncéo et al.’, 2011, Saito et al.?°, 2011).

Além das analises histomorfologica e histoquimica, a avaliagdo das reabsorcdes
dentarias por microtomografia computadorizada (micro-CT) vem ganhando destaque dentre
0s estudos, e pode auxiliar na compreensdo dos eventos biologicos que ocorrem apos 0
reimplante dentario (Furfaro et al.!, 2014, Mar#o et al.'’, 2016). Furfaro et al*, (2014)
avaliaram molares de ratos reimplantados por meio da micro-CT e observaram reducdo no
comprimento e volume total das raizes, e na altura e volume do osso alveolar inter-radicular.
Essa € uma técnica que apresenta alta precisdo e permite a partir da analise bi e tridimensional

dos espécimes em mdltiplos planos (Kalatzis-Sousa et al.*?, 2016).
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Em vista disso, torna-se oportuno avaliar, por meio de analise histoldgica,
histoquimica (TRAP) e por micro-CT, os efeitos da laserterapia, da aplicacdo do PRP e
associacdo de ambos sobre o reimplante tardio de incisivos superiores de ratos, de acordo com

diferentes protocolos de tratamento.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da laserterapia, da aplicacdo do PRP no
canal radicuolar e no alvéolo e da associacdo de ambos na incidéncia de reabsorcdes

radiculares 30 dias apos reimplantes tardios de incisivos superiores de ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, em incisivos superiores de ratos, 30 dias ap6s o reimplante tardio, os efeitos
da laserterapia, da aplicacdo do PRP e da associacdo de ambos:
(1) sobre a incidéncia de reabsorc6es radiculares, por meio da analise micro-CT
(2) sobre a incidéncia de reabsor¢des radiculares, por meio da andlise histologica
(3) sobre a incidéncia do numero de clastos por mm de superficie radicular reabsorvida, por

meio da analise histoquimica.
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3PUBLICACAO 1

Avaliacdo histoldgica e histoquimica do efeito da laserterapia e do plasma rico em

plaquetas em reimplante dentario tardio*.

RESUMO

Novas terapias tém sido buscadas com o intuito de melhorar o reparo de dentes
reimplantados. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar, por meio de analise histoldgica e
histoquimica, os efeitos do laser de baixa intensidade (LBI), do plasma rico em plaguetas
(PRP) e da associacdo de ambos sobre incisivos de ratos reimplantados tardiamente.
Cinquenta ratos Holtzman adultos foram divididos em dez grupos experimentais (n=5): grupo
controle onde o incisivo superior direito ndo recebeu alguma intervencao, e nove grupos onde
houve a extracdo dentaria simulando uma avulsao seguida do reimplante. Ap6s exodontia, 0s
incisivos superiores direitos foram mantidos no leite por 40 minutos. Em um grupo, a polpa
foi mantida no canal radicular, e nos demais a polpa foi removida e o canal radicular foi
preenchido com hidroxido de célcio (HC) ou PRP. No alvéolo dentério foi aplicado o PRP ou
foi mantido o coagulo (Co). Em seguida, foi realizada ou nédo irradiagdo com LBI no dente e
no alvéolo, e o dente foi reimplantado. A porcentagem de reabsorcdo radicular e do n° de
clastos/mm de superficie reabsorvida foram obtidos ap6s 30 dias e os dados submetidos aos
testes de Kruskall Wallis e Dunn (a0 = 0,05). Os resultados mostraram que os grupos
HC/PRP, HC/PRP/Laser, PRP/Coagulo/Laser, PRP/PRP, PRP/PRP/Laser apresentaram
menor porcentagem de superficie reabsorvida em relacdo ao grupo HC/Co, com diferencas
estatisticamente significantes. Ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos
quanto ao numero de clastos/mm de superficie reabsorvida. Pode-se concluir que a insercédo
do PRP no alvéolo, independentemente da associacdo ao laser ou do tratamento intracanal,
sempre ofereceu indices de reabsorcdo menores que o grupo com coagulo no alvéolo e
hidroxido de célcio intracanal.

Palavras chave: Reimplante dentario, Plasma rico em plaquetas, Terapia com luz de baixa

intensidade.

*Artigo escrito segundo as normas do periédico Dental Traumatology
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INTRODUCAO

A avulsdo de dentes permanentes ¢ uma das decorréncias mais graves de um traumatismo
orofacial (1), sendo que os dentes anteriores superiores geralmente sdo os mais atingidos.
Com o passar do tempo, a complicacdo mais frequente encontrada em casos de dentes
avulsionados e reimplantados é a reabsorc¢do radicular externa (2) e ela é decorrente da perda
progressiva de dentina e cemento devido a acdo continua de células clasticas (3).

Para evitar ou minimizar a ocorréncia de reabsor¢des radiculares, o reimplante
imediato de dentes avulsionados é o tratamento ideal. No entanto, ndo é o que ocorre com
maior frequéncia em casos de avulsdes dentérias, sendo o reimplante tardio a conduta mais
realizada. Assim, o tempo que o dente permaneceu fora do alvéolo e o meio de
armazenamento que o dente foi acondicionado, a contaminacdo microbiana e o estagio de
formagé&o da raiz sdo fatores que levam a reabsor¢éo radicular externa (4).

Em casos de reimplantes tardios, quando é realizado a partir de 5 minutos apés a
avulsdo (5), é aconselhavel que o dente permaneca em um meio de armazenamento capaz de
manter a viabilidade das células do ligamento periodontal (1,6). Indicado como eficaz meio de
armazenamento para o dente avulsionado, o leite tem mostrado bons resultados na
manutencdo da viabilidade das células do ligamento periodontal, além de ser mais comumente
encontrado proximo ao local do acidente (6-8).

Além do uso de um meio de transporte adequado até que o elemento dentério seja
inserido novamente no alvéolo, tratamentos tém sido buscados na tentativa de melhorar o
prognostico nos casos de reimplantes tardios e evitar a perda posterior do dente.

Estudos tém avaliado o uso da terapia com laser de baixa intensidade (LBI) em casos
simulados de avulsdo e reimplante dentario, devido a sua propriedade de modular o processo

inflamatorio e diminuir a reabsorcéo radicular externa (2,9). Vilela et al. (9) avaliaram, por
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meio de analise histologica, o efeito do LBI no dente e ligamento periodontal de incisivos
superiores de ratos ap0s o reimplante e observaram que o grupo que recebeu irradiacdo
apresentou menor porcentagem de areas reabsorvidas.

Outro tratamento que tem sido estudado nos casos de reimplante dentario é o uso do
plasma rico em plaquetas - PRP (10). O PRP é uma concentracdo autéloga de plaquetas em
um pequeno volume de plasma (11). Ele é capaz de estimular a proliferacao celular, migracéo,
adesdo e sintese de diversos fatores de crescimento a partir de células e granulos plaquetéarios,
tendo um efeito positivo na regeneracdo do periodonto (12). O PRP € usado para liberar
fatores de crescimento (FC) em altas concentrages no local onde se pretende reparar um
defeito ou uma lesdo tecidual, levando a aceleracdo do processo cicatricial (13).

Ha relato de que a inducdo a degranulacdo plaquetaria e a liberacdo de substancias
armazenadas em granulos plaquetarios especificos (14), bem como o estimulo a producédo de
fatores de crescimento (15) podem ser determinados pela irradiacdo com LBI. Portanto, é
possivel que a associacdo do PRP ao LBI possa aumentar a concentracdo de fatores de
crescimento no local de cicatrizagdo da lesdo (16), sendo importante para o reparo do
ligamento periodontal em casos de reimplante dentério tardio.

O efeito do PRP, LBI e sua associacdo na cicatrizacdo de defeitos periodontais criados
na mandibula de ratos foram avaliados. Apos 30 dias, nos grupos onde esses trés tratamentos
foram realizados, observaram que houve significante formacdo de cemento e de ligamento
periodontal funcional caracterizado pela insercdo de fibras colagenas obliquas e
perpendiculares a superficie radicular. No entanto, ndo houve diferenca entre o uso do PRP e
do LBI isoladamente ou associados (16).

Vaérios estudos sobre reimplante dentario tém utilizado meétodos histoldgicos, com
analises morfoldgicas e morfométricas das regifes de reabsorcdo radicular. Alem disso, o

mecanismo biomolecular de reabsor¢édo radicular tem sido estudado por meio da avaliacdo da
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fosfatase &cida resistente ao tartarato - TRAP (17). O TRAP ¢é uma isoenzima de fosfatase
acida encontrada principalmente no tecido 0sseo e em algumas células do sangue. Ela
apresenta um papel importante nos processos de reabsorcdo, atuando como um marcador
enzimatico que demonstra a atividade osteoclastica (18).

O objetivo desse estudo foi avaliar, por meio de analise histologica e histoquimica, 0s
efeitos da irradiacdo com LBI, da aplicacdo do PRP e da associacdo de ambos no reimplante
tardio de incisivos superiores de ratos, diante da hipotese de que a laserterapia e 0 PRP podem

atuar de maneira positiva no tratamento de dentes avulsionados e reimplantados.

MATERIAL E METODO

Todos os procedimentos em animais estdo de acordo com as diretrizes éticas e
regulamentacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de
Araraquara-FOAr, que aprovou o Projeto (Processo CEUA n° 46/2014 — ANEXO A). Foram
utilizados 50 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Holtzman) pesando entre 2509 e 280g,
fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Araraquara — UNESP. Durante todo o periodo
experimental os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara — UNESP, em gaiolas de polietileno, com alimentacdo macia (polenta em
temperatura ambiente) e ragdo granulada triturada durante 07 dias ap0s os procedimentos
cirurgicos e solida nos demais periodos, agua ad libitum, temperatura (23+2°C) e umidade

(55£10%) controladas e fotoperiodo de 12 horas.
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Coleta de sangue para obtencéo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Os animais foram anestesiados por meio de injecdo intramuscular de cloridrato de
xilazina 2% (0,04 mL/100g de peso corporal) (Anasedan, Agribands do Brasil Ltda, Paulinia,
SP, Brasil) associado ao cloridrato de ketamina 10% (0,08 mL/100g de peso corporal)
(Dopalen, Agribands do Brasil Ltda, Paulinia, SP, Brasil). Em seguida, os animais foram
submetidos a canulacdo da veia jugular para a coleta de 4 mL de sangue aut6logo utilizando
um dispositivo “butterfly” acoplado a um tubo plastico contendo 0,22 mL de citrato de sodio
a 3,2% para prevenir a coagulagio (APENDICE A — Fig. A.1). A canula foi removida da veia
jugular e os tecidos foram reposicionados e suturados utilizando-se fio de seda (Seda 4-0,
ETHICON, Sao Jose dos Campos, SP-Brasil). Cada amostra de sangue permaneceu em
temperatura ambiente até a realizacdo da exodontia do incisivo superior direito (descrita

abaixo) e foi processada durante a permanéncia do dente no meio de armazenamento/leite.

Procedimento cirargico — exodontia do incisivo superior direito

Imediatamente ap6s a coleta de sangue, com 0s animais sob anestesia, foi realizada
antissepsia da regido frontal da maxila com digluconato de clorexidina 2% (FGM produtos
odontolégicos; Joinville, Santa Catarina, Brasil). Com o animal posicionado em decubito
dorsal foi realizada a extracdo do incisivo superior direito de maneira mais atraumatica
possivel, empregando-se cureta de dentina n°05 para sindesmotomia, hollemback 3S e
gengivotomo para luxacdo e pinca hemostatica adaptada para extragdo (19) (APENDICE A —
Fig. A.2).

ApoOs a extragdo, os incisivos permaneceram em 5 mL de leite desnatado (Parmalat
Brasil S/A Industria de alimentos; Jundiai, SP, Brasil) em temperatura ambiente por 40
minutos, representando o reimplante dentario tardio. Apds esse periodo, os dentes foram
lavados com soro fisioldgico estéril e a papila dentaria e o 6rgdo do esmalte foram removidos

com uma lamina de bisturi nmero 15. Em seguida, os dentes e seus respectivos alvéolos



29

foram submetidos aos protocolos de tratamento descritos no item “grupos experimentais”, e
reimplantados.

Ap0s os procedimentos cirurgicos, os animais receberam, por via intramuscular, uma
dose Unica de 24.000 Ul de Pentabidtico pequeno porte (Benzilpenicilina benzatina-12.000
Ul, Benzilpenicilina procaina- 6.000 Ul, Benzilpenicilina potassica- 6.000 Ul, Sulfato de
Diidroestreptomicina- 5 mg, Sulfato de Estreptomicina- 5 mg) (Fort Dodge Saude Animal
Ltda., Campinas, SP, Brasil), e foi administrado, por via oral, 0,03mg de dipirona sodica por
100g de peso corpdreo nos trés primeiros dias. Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, devidamente identificados de acordo com o grupo experimental, sendo

observados até a recuperacdo da anestesia e diariamente.

Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dez grupos experimentais (n=5), de
acordo com o protocolo de tratamento que o dente e o alvéolo receberam antes do reimplante.
Os grupos e periodos experimentais podem ser observados na tabela 1 a partir da seguinte

descricdo:

1. Grupo P/Co: a polpa foi mantida no canal radicular e o alvéolo dentéario foi irrigado
com soro fisioldgico estéril.

2. Grupo HC/Co: por via retrograda, a polpa dentéria foi removida com auxilio de uma
lima tipo Hedstroen n°35 pré-curvada (DentsplyMaileffer, Ballaigues, Suica), o canal
foi irrigado com soro fisiologico estéril, seco com pontas de papel absorvente e
preenchido com hidrdxido de calcio (Ultracal, Ultradent, South Jordan, UT, EUA) e o
alvéolo dentario foi irrigado com soro fisioldgico estéril.

3. Grupo HC/Co/L: procedimento semelhante ao grupo HC/Co, porém com irradiacao

pelo LBI.
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Grupo HC/PRP: por via retrograda, a polpa dentaria foi removida com auxilio de uma
lima tipo Hedstroen n°35 pré-curvada, o canal foi irrigado com soro fisioldgico estéril,
seco com pontas de papel absorvente e preenchido com hidroxido de calcio e o alvéolo
dentario foi irrigado com soro fisiologico estéril e preenchido com PRP.

Grupo HC/PRP/L.: procedimento semelhante ao grupo HC/PRP, porém com irradiacdo
pelo LBI.

Grupo PRP/Co: por via retrograda, a polpa dentaria foi removida com auxilio de uma
lima tipo Hedstroen n°35 pré-curvada, o canal foi irrigado com soro fisioldgico estéril,
seco com pontas de papel absorvente e preenchido com PRP, o alvéolo foi irrigado
com soro fisioldgico estéril.

Grupo PRP/Co/L: semelhante ao grupo PRP/Co, porém com irradiacdo pelo LBI.
Grupo PRP/PRP: por via retrégrada, a polpa dentaria foi removida com auxilio de uma
lima tipo Hedstroen n°35 pré-curvada, o canal foi irrigado com soro fisioldgico estéril,
seco com pontas de papel absorvente e preenchido com PRP, e o alvéolo dentario foi
irrigado com soro fisiologico estéril e preenchido com PRP.

Grupo PRP/PRP/L: semelhante ao grupo PRP/PRP, porém com irradiacdo pelo LBI.
Grupo Controle: ndo foi realizada nenhuma intervencdo. Para este grupo, nao pode ser
utilizado o dente homologo ao que recebeu os tratamentos descritos pois pode ocorrer

interferéncia do LBI e/ou do PRP.
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Tabela 1: Grupos experimentais de acordo com o tratamento realizado.

Preenchimento | Tratamento do ]
Grupos ) Irradiacdo com
_ _ do canal Periodonto/
experimentais ) ] LBI
radicular Alvéolo
Po/Co Polpa Coéagulo -
HC/Co -
Coagulo
HC/Co/L Hidroxido +
HC/PRP de célcio -
PRP
HC/PRP/L +
PRP/Co ) -
Coagulo
PRP/Co/L +
PRP
PRP/PRP -
PRP
PRP/PRP/L +
Controle N&o foi realizada intervencao

Po, polpa; Co, codgulo; HC, hidroxido de célcio; PRP, plasma rico em plaquetas; L, laser de

baixa intensidade; +, irradiacdo com LBI; -, auséncia de irradiacdo com LBI.

Preparo do PRP e Contagem das plaquetas

Para a obtencdo do PRP, a partir da coleta inicial, 2 mL de sangue foram colocados em
um tubo plastico (eppendorf) e foram centrifugados por 7 minutos a 1200 rpm, a 22°C. O
volume total de PRP obtido apds centrifugacdo foi transferido para outro tubo plastico e
utilizado para o tratamento do alvéolo dentario ou preenchimento do canal radicular e para
contagem das plaquetas (APENDICE A — Fig. A.3). Para o preenchimento do alvéolo e do
canal radicular, 500 pL de PRP foram ativados com 25 pL de cloreto de calcio a 10% e em
seguida, 25 pL de PRP ativado foram inseridos no alvéolo e o canal radicular foi
completamente preenchido via retrégrada empregando uma ponta flexivel acoplada a uma
pipeta. A contagem das plaquetas foi realizada manualmente em camara de Neubauer a partir

de 10 pL de PRP diluidos em 1990 pL de oxalato de aménio a 1%. As plaquetas exibiram
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morfologia normal. A média da contagem de plaguetas no PRP foi de 141,4+56,73 x10*
plaquetas/mL.
Protocolo de irradiacdo com LBI

Foi utilizado o laser de baixa intensidade infravermelho Arseneto de Galio e Aluminio
(GaAlAs) com comprimento de onda de 808nm — TF Premier Plus (MM Optics, Sdo Carlos,
SP, Brasil). Foram realizadas trés irradiacdes de modo continuo e pontual, com poténcia de 10
mW. Primeiramente, ap6s o preenchimento do canal radicular com HC ou com PRP, o LBI
foi aplicado nos tercos médio e apical da raiz por 7,2 segundos e densidade de energia de 2,4
Jlcm? em cada ponto, totalizando 4,8 J/cm? na superficie radicular. Em seguida, foi feita
aplicacdo na embocadura do alvéolo por 14,4 segundos e densidade de energia de 4,8 J/cm?.

Apos a irradiacdo com LBI, os dentes foram reimplantados.

Processamento histotécnico

Trinta dias apd6s o reimplante dentario, os animais foram anestesiados e foram
submetidos a eutanasia com sobredose de anestésico. As maxilas foram removidas e as pecas
obtidas foram imediatamente acondicionadas em recipientes com solucdo de formaldeido a
4% tamponado com fosfato de sédio 0,1 M com pH 7,2, por 48 horas. Apds a fixacdo, as
pecas foram reduzidas de acordo com a regido de interesse por meio de uma maquina de corte
Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake Bluff, IL, EUA), obtendo-se somente a regido anterior da
maxila. Em seguida, para obtencdo do terco médio da por¢éo radicular do incisivo superior
direito, com uma lamina de bisturi n°® 15, dividiu-se o dente em trés partes: terco cervical,
medindo 2,5 mm, com a margem superior demarcada a partir da margem gengival no terco
cervical do dente; terco médio, medindo 3,0 mm a partir da porcdo inferior do terco cervical, e
terco apical, abrangendo o restante do dente a partir da margem inferior do terco médio. Os

espécimes obtidos foram descalcificados em uma solucdo de EDTA a 4,3% tamponado com
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fosfato de sddio 0,1M com pH 7,2. Em seguida, as pecas foram desidratadas a partir de
sucessivas passagens em solugdes alcoolicas, a partir do alcool 70°GL até o alcool absoluto, e
posteriormente diafanizadas em xilol. Foi realizada a inclusdo em parafina para a obtencéo de
blocos com fragmentos do terco medio da raiz do incisivo superior direito. Os blocos do terco
médio radicular foram cortados em micrétomo e foram obtidos cortes transversais de 6 pum de
espessura abrangendo a regido do terco médio radicular e tecidos adjacentes . Apenas o terco
médio radicular contendo cemento foi examinado, uma vez que ha interferéncia dos
instrumentos no terco cervical durante a exodontia, e da lamina de bisturi no terco apical
durante a remoc¢do da papila dentaria e 6rgdo do esmalte. Além disso, foi analisada a face
palatina devido a presenca de ligamento periodontal apenas nesta face, ja que a face vestibular

do incisivo de ratos apresenta-se recoberta por esmalte em toda sua extensdo (6,7).

Analise morfoldgica

Cortes do ter¢co médio do incisivo superior direito foram corados com Hematoxilina &
Eosina (H&E). Estes cortes foram utilizados para a descricdo morfolégica dos tecidos
circundantes a superficie radicular.

Para a andlise morfoldgica, imagens dos cortes histoldgicos do terco médio da raiz
foram obtidas utilizando uma camera fotografica digital (DP-71,0lympus, Japdo) acoplada a
um microscopio de luz (BX-51, Olympus, Japdo) e a analise das imagens foi realizada

utilizando um programa de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0, Olympus — Jap&o).
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Reacdo histoquimica para a atividade da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP)
e Analise morfométrica

A atividade da enzima TRAP foi utilizada para a marcacéo de clastos (odontoclastos e
cementoclastos). Os cortes da maxila contendo o incisivo superior direito foram submetidos a
reacdo do TRAP a fim de verificar o processo de reabsorcdo dentinaria e cementaria. Para
cada animal, foram utilizados dois cortes ndo seriados representativos do terco médio da raiz
do incisivo superior direito. Os cortes foram desparafinizados e incubados em uma solucao de
150 mL de tampao acetato de so6dio 0,2 M, pH 5,0, acrescido de 210 mg de “FastRed Salt TR”
(Sigma-Aldrich, Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA) e 30 mg de naftol AS-BI
(Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA), previamente dissolvido em 1 mL de N-
dimetilformamida (Sigma ChemicalCompany, Saint Louis, MO, EUA); a esta solucdo
adicionou-se tartarato de sodio 50 mM. Em seguida, a solucdo final foi filtrada, os cortes
foram imersos nessa solucdo e incubados a 39°C por aproximadamente 9 horas. Apds a
incubagdo, os cortes foram lavados em &gua destilada, contracorados com hematoxilina de
Carazzi e montados em meio aquoso (glicerina). Como controle de especificidade, alguns
cortes foram incubados na auséncia de naftol AS-BI.

O perimetro das lacunas de reabsorcao radicular presentes no terco médio da raiz foi
mensurado com o auxilio de um sistema de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0,
Olympus). O perimetro total da superficie radicular recoberta por cemento e o perimetro de
cada superficie radicular reabsorvida foram mensurados em micrometros e convertidos em
porcentagem para analise estatistica. A porcentagem de superficie radicular reabsorvida foi
obtida por meio da formula: % Superficie reabsorvida = Perimetro da superficie reabsorvida
X 100/Perimetro total.

A contagem do namero de células TRAP-positivas presentes na superficie das lacunas

de reabsorcdo do terco medio radicular foi realizada utilizando-se um microscopio de luz
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convencional em aumento de 40x. Em cada espécime, o nimero de clastos foi expresso de
acordo com o numero de células/mm de superficie reabsorvida.

Todas as medidas foram realizadas em dois momentos distintos por um avaliador
previamente calibrado que desconhecia o tratamento realizado nos espécimes. Os dados
obtidos foram analisados por meio dos programas estatisticos Graph Pad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA.). Os testes de Kruskal Wallis e Dunn foram utilizados para
comparar a reabsorc¢do radicular e o nimero de células TRAP-positivas por mm de superficie

reabsorvida entre os grupos. Foi adotado o nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

ANALISE MORFOMETRICA E MORFOLOGICA

Analise morfométrica
Os resultados mostraram que os grupos HC/PRP, HC/PRP/L, PRP/Co/L, PRP/PRP,
PRP/PRP/L apresentaram menor perimetro de superficie reabsorvida em relacdo ao grupo

HC/Co, com diferencas estatisticamente significantes (Figura 1).
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Figura 1 - Medianas e respectivos desvios padrdo da porcentagem de superficie radicular
reabsorvida. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(p < 0,05). Po, polpa; Co, coagulo; HC, hidréxido de célcio; PRP, plasma rico em plaquetas;

L, laser de baixa intensidade.
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Em relacdo ao numero de células TRAP positivas presentes nas lacunas de reabsorcéo
radicular no terco médio da raiz, os resultados encontrados mostraram a presenca de clastos
em todos os grupos experimentais, sem diferenca entre o nimero de células presente para

cada grupo (Figura 2).
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Figura 2 — Medianas e respectivos desvios padrdo do nimero de clastos/mm de superficie
radicular reabsorvida. Letras iguais indicam semelhanca estatistica entre os grupos (p < 0,05).
Po, polpa; Co, codgulo; HC, hidroxido de célcio; PRP, plasma rico em plaquetas; L, laser de

baixa intensidade.



38

Anélise morfoldgica

A andlise descritiva foi realizada apds avaliacdo do ligamento periodontal, cemento,

dentina e parede alveolar 30 dias ap0s o reimplante dentario.

- Grupo Controle

Os incisivos centrais superiores direitos que nao foram submetidos a nenhuma
intervencdo, Grupo Controle (GC), apresentaram suas estruturas normais. O ligamento
periodontal ocupava estreito espaco entre a superficie externa da raiz e a superficie dssea do
processo alveolar. Uma camada continua de cemento acelular revestia toda a superficie
externa da dentina, exceto na regido ocupada pelo esmalte. Internamente, a dentina estava
revestida por uma camada odontoblastica regular. O tecido pulpar apresentou-se integro e
com inimeros vasos sanguineos (Fig. 3A). Foi observada integridade da superficie radicular e

do cemento em toda sua extensao.

- Grupo Po/Co

Em todos os espécimes do grupo Po/co, a polpa radicular estava parcialmente
necrosada e o espaco do ligamento periodontal preenchido quase totalmente com ligamento
periodontal, além da presenca de inumeras celulas inflamatérias (Fig. 3B). O cemento e a

dentina apresentaram areas de reabsorcao inflamatoria (Fig. 3E).

- Grupo HC/Co

A analise morfologica mostrou a presenca de ligamento periodontal em poucas areas
adjacentes a raiz. A raiz encontra-se, em sua maior extensao, circundada por trabéculas 6sseas
justapostas a superficie cementéria (Figs. 3C e 3F). Em apenas um animal foi observada

reabsorcdo radicular inflamatoria profunda, que se estendia desde regido cementéria até
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préximo do canal radicular. Foram observadas inimeras células inflamatdrias préximas ao

espaco do esmalte e em algumas regides adjacentes a face palatina da raiz.

- Grupo HC/Co/L

A reabsorcéo radicular inflamatdria foi presente em todos espécimes desse grupo. As
areas reabsorvidas eram de pequena profundidade e maior nimero e estavam preenchidas com
inimeras células inflamatdrias. O espaco periodontal também estava preenchido por infiltrado

inflamatdrio (Figs. 3D e 3G)

- Grupo HC/PRP

Em 2 espécimes, foi observada a presenca de ligamento periodontal com numerosas
células inflamatdrias e de trabéculas 6sseas delgadas e irregulares. Foram encontrados alguns
pontos de reabsorcdo superficias (Fig. 4A). Em 3 espécimes foi observado um espaco vazio
entre a superficie externa radicular e o espaco periodontal. O espaco periodontal estava
preenchido por infiltrado inflamatério. Na superficie radicular adjacente ao espago vazio, nao
foram encontradas regides de reabsorcdo. Nas demais regides da superficie radicular, foram
observadas areas reabsorvidas de pequena extensdo, com pouco comprometimento em

profundidade (Fig. 4B).

- Grupo HC/PRP/L

Nesse grupo, a maioria dos espécimes apresentou o espaco periodontal ocupado em
sua maior extensdo por ligamento periodontal. A superficie radicular apresentou-se com
diversas lacunas superficiais de reabsorcdo (Fig. 4C). Nos demais espécimes, 0 espaco
periodontal estava ocupado em sua maior extensdo por tecido conjuntivo. Foi observado um

espaco vazio entre a superficie externa radicular e o espaco periodontal. Na superficie
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radicular adjacente ao espa¢o vazio, ndo foram encontradas regiGes de reabsorcdo. Nas
demais regides da superficie radicular, foram observadas lacunas de pequena extensdo, porém

mais profundas (Fig. 4D).

- Grupo PRP/Co

Presenca de ligamento periodontal na maior parte da raiz dentaria com células
inflamatdrias. Presenca de areas de reabsorcao superficiais, quando ndo foi observado PRP no
interior do canal apds os 30 dias (Figs. 5A e 5C), ou ausentes, na presenca de remanescentes

do PRP dentro do canal radicular (Figs. 5B e 5 D).

- Grupo PRP/Co/L

Na maioria dos espécimes o espaco periodontal estava ocupado por ligamento
periodontal (Fig. 5E). Em dois espécimes foram observadas pequenas areas de reabsorcao

radicular com presenca de células inflamatérias.

- Grupo PRP/PRP

Em dois espécimes foram observadas pequenas areas de reabsorcdo radicular com
presenca de celulas inflamatdrias. Nos demais, 0 espaco periodontal estava ocupado por
ligamento periodontal (Fig. 6A). As fibras do ligamento periodontal apresentaram-se
dispostas de forma obliqua em relacéo a superficie radicular, com presenca de inimeros vasos

sanguineos (Fig. 6B).
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- Grupo PRP/PRP/L

O espaco periodontal (EP) apresentou-se preenchido em sua maior extensdo por
ligamento periodontal com células inflamatdrias; além disso, pequenas areas de reabsor¢do na

superficie radicular também foram observadas (Figs. 6C e 6D).

Em todos os grupos experimentais, as marcacdes para a proteina TRAP demarcando as

células clasticas foram visualizadas de forma semelhante (Figs. 7A e 7B)
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Figuras 3A-3G — Fotomicrografias mostrando cortes transversais da por¢do media de
raizes de incisivos superiores direitos de ratos. Fig. 3A (grupo controle - C) - observa-
se a polpa radicular (PR), dentina (D), o espaco do esmalte (E) localizado na face
vestibular, o ligamento periodontal (LP) presente entre a superficie externa da raiz e a
superficie do processo alveolar (PA) H&E (28,5x). Fig. 3B (grupo polpa/coagulo —
Po/Co) - observa-se a polpa radicular parcialmente necrosada (PR), dentina (D), o
espaco do esmalte (E) localizado na face vestibular, espaco periodontal (EP), infiltrado
inflamatorio (Cl) e na face palatina, mesial e distal, lacunas de reabsorcdo (LR) séo
observadas na superficie externa da raiz H&E (32x). Fig. 3C (grupo hidroxido de
calcio/coagulo — HC/Co) - inumeras células inflamatorias (Cl) sdo observadas
proximas ao espaco do esmalte (E) que se apresenta irregular. O epitélio estratificado
gengival (EG) apresenta-se espessado e projeta-se para as faces mesial e distal da
superficie externa da raiz. Subjacente ao epitélio gengival (EG), o ligamento
periodontal (LP) é observado. Nas faces distal e palatina, trabéculas osseas (TO)
projetam-se a partir do processo alveolar (PA) em direcdo a superficie externa da raiz.
CR, canal radicular; D, dentina. H&E (37,5x). Fig. 3D - (grupo hidroxido de
calcio/coagulo/laser — HC/Co/L) - O espaco periodontal (EP) nas faces mesial e
palatina da raiz apresenta areas com inumeras células inflamatdrias (Cl). O espaco do
esmalte (E) perdeu sua delimitacdo; na face distal da raiz dentéria observa-se amplo
espaco entre a superficie externa da raiz e o processo alveolar (PA). O processo
alveolar (PA) circundando a raiz apresenta diversas lacunas dsseas, aparentemente
vazias, ou seja, sem ostedcitos. CR, canal radicular; D, dentina. H&E (37,5x). Fig. 3E
- detalhe da fig. 3B mostrando lacuna de reabsor¢do radicular (LR) externa com
extenso infiltrado inflamatoério (Cl) . H&E (138x). Fig. 3F - detalhe da figura 3C
mostrando as trabéculas 6sseas (TO) irregulares estendendo-se do processo alveolar
(PA) em continuidade com a superficie externa da raiz, com presenca de pontos de
anquilose (A). Osteoblastos (OB) na superficie Ossea e ostedcitos (setas) sdo
observados. D, dentina. H&E (37,5x). Fig. 3G - detalhe de uma porcéo da face mesial
da figura 3D. Note intenso infiltrado inflamatério (CI) observado no espaco
periodontal (EP). A trabécula Ossea (TO) apresenta-se delgada e irregular. Note a

auséncia de ostedcitos nas lacunas 6sseas. D, dentina. H&E (37,5x).






Figuras 4A-4D — Fotomicrografias mostrando cortes transversais da por¢do media de
raizes de incisivos superiores direitos de ratos. Fig. 4A (grupo hidroxido de célcio/PRP
- HC/PRP) — O ligamento periodontal (LP) esta presente nas faces distal, palatina e
mesial da raiz. O processo alveolar (PA) apresenta-se delgado na mesial (*) e
trabeculas dsseas (TO) irregulares estdo localizadas na regido distal e palatina. O
espaco do esmalte (E) apresenta-se irregular; na mesial, diversas células inflamatorias
(CI) sdo observadas proximas ao espago do esmalte (E) além de &rea de reabsorcédo
superficial. CR, canal radicular; D, dentina. H&E (37,5x). Fig. 4B (grupo hidroxido de
calcio/PRP — HC/PRP) — O ligamento periodontal (LP) estd presente na por¢do
palatina da superficie radicular, estendendo-se até a porcdo média da face mesial.
Numerosas células inflamatdrias (CI) séo observadas no espaco periodontal. O espaco
do esmalte (E) perdeu a sua delimitacdo e estd continuo ao espaco periodontal na face
distal da raiz, estendendo-se até a face palatina (seta). O processo alveolar (PA)
apresenta-se continuo, porém delgado na face distal. Na face mesial, as pequenas
trabéculas dsseas apresentam-se descontinuas (*). CR, canal radicular; D, dentina; E,
espaco do esmalte; LP, ligamento periodontal; PA, processo alveolar. H&E (37,5x). Fig
4C (grupo hidroxido de célcio/PRP/LBI — HC/PRP/L) — O espaco periodontal (EP) é
ocupado em sua maior extensdo por ligamento periodontal. Na distal, note a presenca
de estruturas de aspecto semelhante ao cemento celular que se projetam a partir da
superficie externa da raiz em direcdo ao processo alveolar (PA) (setas). Na mesial, as
trabéculas 6sseas (TO) sdo irregulares e ha presenca de areas de anquilose (*). Células
inflamatorias (Cl) sdo observadas na regido vestibular, préximas ao espaco ocupado
pelo esmalte (E). CR, canal radicular; D, dentina. H&E (37,5x). Fig. 4D (grupo
hidroxido de célcio/PRP/LBI — HC/PRP/L) — O espaco periodontal (EP) esta ocupado
em sua maior extensdo por tecido conjuntivo. O epitélio reduzido do esmalte esta
aquém da juncdo cemento-esmalte (JCE). Na face palatina, duas areas escavadas (LR)
sdo observadas na superficie externa da raiz. CR, canal radicular; D, dentina; E, espaco

do esmalte; PA, processo alveolar. H&E (37,5x).






Figuras 5A-5E — Fotomicrografias mostrando cortes transversais da porcao
média de raizes de incisivos superiores direitos de ratos. Fig. SA (grupo
PRP/coagulo — PRP/Co ) — O ligamento periodontal (LP) esta presente nas faces
distal, palatina e mesial da raiz. Trabeculas 6sseas (TO) delgadas e diversas
células inflamatorias (CI) sdo observadas na regido mesial. Presenga de
reabsor¢do radicular superficial na distal (*). E, espago do esmalte; D, dentina;
CR, canal radicular. H&E (45x). Fig. 5B (grupo PRP/coagulo — PRP/Co ) — O
ligamento periodontal (LP) estd presente nas faces distal, palatina e mesial da
raiz. Note a presen¢a de remanescentes do PRP dentro do canal radicular (CR).
E, espaco do esmalte; D, dentina; PA, processo alveolar; TO, trabéculas osseas.
H&E (42x). Fig. 5C — Detalhe da Fig. 5SA mostrando éareas de reabsorc¢do
superficial do cemento e da dentina com cemento neoformado (setas). D,
dentina; LP, ligamento periodontal. H&E (172x). Fig. SD - Detalhe da Fig. 5B
mostrando disposicdo obliqua das fibras do ligamento periodontal (LP) em
relacdo a superficie radicular. D, dentina; PA, processo alveolar. H&E (172x).
Fig. SE (grupo PRP/codgulo/LBI — PRP/Co/L) — O espaco periodontal (EP) ¢
ocupado em sua maior extensdo por ligamento periodontal. Dentina (D) e
cemento recobrindo a superficie radicular estdo integros. Note a presenca de
remanescentes do PRP dentro do canal radicular (CR), Trabéculas 6sseas (TO)

irregulares sdo vistas na mesial. PA, processo alveolar. H&E (45x).






Figuras 6A-6D — Fotomicrografias mostrando cortes transversais da porcao
média de raizes de incisivos superiores direitos de ratos. Fig. 6A (grupo PRP/
PRP) - O ligamento periodontal (LP) esta presente nas faces distal, palatina e
mesial da raiz. Presenca de lacuna de reabsorcdo (LR) na superficie radicular
mesial. Note, no canal radicular, a presenca de remanescente do PRP e celulas
inflamatdrias (Cl). E, espaco do esmalte; D, dentina; PA, processo alveolar; VS,
vasos sanguineos. H&E (40x). Fig. 6B — Detalhe da regido distal da Fig. 6A
mostrando disposicdo obliqua das fibras do ligamento periodontal (LP) em
relacdo a superficie radicular, com presenca de inUmeros vasos sanguineos. D,
dentina. H&E (415x). Fig. 6C (grupo PRP/ PRP/Laser — PRP/PRP/L) — O
espaco periodontal (EP) esta ocupado em sua maior extensdo por ligamento
periodontal. Presenca de células inflamatdrias (CI) na distal e de lacunas de
reabsorcdo (LR) na mesial. Note a presenca de inUmeros vasos sanguineos na
mesial. E, espaco do esmalte; D, dentina; CR, canal radicular; PA, processo
alveolar; TO, trabéculas 6sseas. H&E (40x). Fig. 6D — O espaco periodontal
encontra-se com inameras células inflamatérias (Cl). Na mesial, trabéculas
Osseas estdo afiladas (TO). Ha remanescentes de PRP intracanal. D, dentina; PA,

processo alveolar. H&E (42x).
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Figuras 7A-7B — Fotomicrografias mostrando cortes transversais da porcéo
média de raizes de incisivos superiores direitos de ratos. Fig. 7A - imagem
representativa de todos o0s grupos experimentais mostrando a marcacdo das
celulas TRAP-positivas justapostas as lacunas de reabsorcdo radicular (areas
demarcadas) . TRAP (52x). Fig. 7B — detalhe da Fig. 7A mostrando as celulas
TRAP-positivas (setas). TRAP (345x).
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DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi avaliar, por meio de analise histoldgica e histoquimica, os efeitos
da irradiacdo com LBI, da aplicacdo do PRP e da associacdo de ambos no reimplante tardio de
incisivos superiores de ratos.

O modelo experimental utilizado foi definido de acordo com a acessibilidade aos
animais, ao uso constante desse métodos em pesquisas e pela metodologia ja estabelecida na
literatura para simular a avulsdo e reimplante de incisivos superiores de ratos (2,9,18,20,21).

No presente estudo, os dentes foram mantidos em leite bovino desnatado por 40
minutos em temperatura ambiente, tempo selecionado para simulacdo de um reimplante tardio
(2). O armazenamento de dentes avulsionados em leite é indicado pela International
Association of Dental Traumatology — IADT (Andersson et al., 2012). A literatura relata que
até 45 minutos, o leite € eficaz em manter as células do ligamento periodontal viaveis (22),
sendo o leite desnatado mais apropriado devido ao menor teor de gordura (23). O leite em
temperatura ambiente € mais comumente encontrado préximo ao local do acidente, e seu uso
reproduz uma situacdo mais proxima da realidade (6-8).

No presente estudo, a administracdo de antibidtico foi utilizada para controlar a
contaminacdo bacteriana da superficie do dente exposta e para evitar interferéncias na
reabsorcéo radicular (1,18). Os processos inflamatorios e de reparo em ratos ocorrem entre 2 e
4 semanas apos o reimplante, por isso os animais foram sacrificados 30 dias ap0s o reimplante
(24).

A ocorréncia de reabsorcdo inflamatoria ou reabsorcdo por substituicdo e anquilose
estd diretamente relacionada a uma série de fatores, como a integridade da camada de
cemento, viabilidade de células do ligamento periodontal, condi¢cbes do tecido pulpar e

intensidade do trauma (4).
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A regeneracdo do ligamento periodontal € o resultado mais desejavel apds o
reimplante dentario (10), entretanto os protocolos de tratamento propostos atualmente tém o
objetivo de evitar ou minimizar o processo inflamatorio, a reabsorcao radicular externa, foco
do presente estudo, e a consequente perda do dente (2).

No presente, a laserterapia foi empregada com o intuito de modular o processo
inflamatdrio que ocorre apds o reimplante dentario, j& que a inflamagdo contribui para um
ambiente que promova a presenca de células clasticas e consequente reabsorcdo dos tecidos
mineralizados (2).

O protocolo de irradiacdo empregado no presente estudo usou o LBI infravermelho
GaAlAs com comprimento de onda de 808 nm, baseando-se nos relatos de que a irradiagdo da
superficie radicular com LBI infravermelho, independente do comprimento de onda, tem
melhorado o reparo do ligamento periodontal de dentes de ratos reimplantados (2,25) e devido
ao seu maior potencial de penetracédo nos tecidos em relacdo ao laser vermelho (26).

No presente estudo, ndo ficou evidente nenhuma diferencga nos indices de reabsorcao
radicular entre os grupos irradiados ou nédo irradiados com laser, independentemente dos
tratamentos intracanal ou alveolar, ou seja, o uso do LBI ndo demonstrou influencia no reparo
poés reimplante. Estes achados diferem de estudos que mostraram que o LBI aplicado em
dentes reimplantados favoreceu o reparo periodontal e reduziu a reabsorcéo radicular quando
comparado aos dentes que ndo foram irradiados, demonstrando que o efeito anti-inflamatério
do LBI pode ter ajudado a reduzir o processo de reabsor¢édo (9,25). Apesar de diferencas nos
parametros da laserterapia, nossos resultados foram semelhantes aos observados por Saito et
al., (18), onde nédo foi observada melhora no reparo periodontal apds aplicacdo do LBI
infravermelho no alvéolo dentario e LBI vermelho na superficie radicular. No entanto,

também concordamos com os autores ao indicarem a necessidade de demais pesquisas
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abrangendo variaveis dos parametros da laserterapia, as quais podem alterar a resposta dos
tecidos bioldgicos a irradiacao laser (18).

Outro método que tem sido utilizado em reimplante dentario é a aplicacdo do PRP
(10). O PRP é uma concentracdo autologa de plaquetas em um pequeno volume de plasma
(11). Ele é capaz de estimular a proliferacdo, migracao, adesao celular e sintese de fatores de
crescimento, melhorando e acelerando a cicatrizacdo de lesdes em tecidos moles e
mineralizados (13,27), apresentando efeito positivo na regeneracao do periodonto (12).

Os resultados do presente estudo mostraram que, em todos 0s grupos onde se realizou
a aplicacdo de PRP dentro do alvéolo dentario previamente ao reimplante, este ofereceu
sempre menores porcentagens de reabsorcao radicular em comparacdo ao reimplante tardio
seguindo o tratamento convencional, ou seja, hidroxido de calcio intracanal e codgulo no
alvéolo (grupo HC/Co), com diferenca estatisticamente significante (p < 0,05). Seguindo o
mesmo principio, Assunc¢do et al. (10) mostraram que 0s casos que receberam aplicacdo de
PRP dentro do alvéolo dentério previamente ao reimplante apresentaram menor porcentagem
de reabsorcdo radicular inflamat6ria quando comparado ao reimplante na auséncia de PRP.

Os indices de reabsor¢cdo dentaria no grupos onde o PRP foi inserido no alvéolo
dentério e no canal radicular (grupo PRP/PRP), foram semelhantes aos encontrados no grupo
HC/PRP (p > 0,05), mostrando que o PRP pode ser uma alternativa viavel, como um
substituto ao hidréxido de calcio no interior do canal radicular em casos de reimplantes
tardios.

Além da avaliacdo do efeito do LBI e do PRP empregados individualmente,
avaliamos também a associacdo desses dois tratamentos em reimplante dentario tardio com o
intuito de aumentar o potencial reparador do PRP. E importante salientar que, apesar de no
haver diferencas significantes entre os resultados dos grupos irradiados ou néo, a associacéo

do PRP, inserido no alvéolo e/ou no canal radicular, com a aplicacdo do laser, sempre
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ofereceu menores indices de reabsorcdo radicular, com excecdo dos grupos HC/PRP e
PRP/PRP, que igualmente apresentaram-se significativamente melhor que o tratamento
convencional (HC/CQO). Apesar de ndo alcangar significancia estatistica sobre grande parte
dos grupos estudados, o grande destaque com os menores indices de reabsorcdo radicular,
esteve por conta do grupo que recebeu o PRP dentro do alvéolo, o PRP intracanal e a
irradiacdo laser. Esses achados sugerem outras pesquisas avaliando esta associacdo como
possivel premissa para um futuro protocolo de tratamento clinico para casos de reimplantes
tardios.

Além do uso de métodos histologicos e histomorfométricos para avaliacdo da
reabsorcdo radicular apos reimplante dentario, a avaliacdo histoquimica da fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP) também tem sido empregada (18). A TRAP é uma isoenzima
de fosfatase acida encontrada principalmente no tecido 6sseo, atua comomarcador da enzima
gue demonstra atividade clastica e desempenha um papel importante nos processos de
reabsorcdo (28). No presente estudo, a quantidade de células clasticassmm de superficie
radicular reabsorvida foi semelhante em todos os grupos, ndo tendo influéncia de qualquer
tratamento. Por outro lado, Carvalho et al. (2) observaram um aumento significativo de
células TRAP-positivas em todos periodos avaliados no grupo onde a irradiacdo com LBI foi
realizada no momento e durante 15 dias apds o reimplante dentario. Essa aplicagdo por 15
dias consecutivos apos o reimplante pode ter levado a diferenciacéo e ativacdo de clastos pelo

LBI, resultando em reabsorcéo radicular inflamatoria externa intensa.
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CONCLUSAO

As condicges inerentes ao desenvolvimento do presente estudo, nos permitem concluir que,
quando o coagulo foi deixado no alvéolo, nenhum dos tratamentos ofereceu melhora
significante nos indices de reabsor¢do radicular, exceto o grupo que recebeu o PRP intracanal
associado a irradiacao laser, cuja reabsorcdo foi significativamente menor que o grupo que
recebeu somente o hidroxido de calcio intracanal. A insercdo do PRP no alvéolo,
independentemente da associacdo ao laser ou do tratamento intracanal, sempre ofereceu
indices de reabsorcdo menores que o grupo com coagulo no alvéolo e hidroxido de calcio
intracanal. Os diferentes tratamentos ndo foram capazes de impedir a reabsorcdo radicular,
bem como nenhum tratamento foi capaz de reduzir significantemente o nimero de clastos na

superficie radicular.
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4 PUBLICACAO 2

Efeito da laserterapia, plasma rico em plaquetas e sua associacdo em reimplante

dentério: anélise microtomografica*.

RESUMO: O uso do plasma rico em plaquetas (PRP) ou do laser de baixa intensidade (LBI)
tem sido estudado para melhorar o progndstico de dentes reimplantados tardiamente. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da laserterapia, da aplicacdo do PRP e da
associacao de ambos sobre incisivos de ratos reimplantados tardiamente por meio de analise
em microtomografia (micro-CT). Cinquenta ratos Holtzman adultos foram divididos em dez
grupos experimentais (n=5): grupo controle onde o incisivo superior direito ndo recebeu
alguma intervencdo, e nove grupos onde houve a extracdo dentéria simulando uma avulsdo
seguida do reimplante. Apds exodontia, 0s incisivos superiores direitos foram mantidos no
leite por 40 minutos. Em um grupo, a polpa foi mantida no canal radicular, e nos demais a
polpa foi removida e o canal radicular foi preenchido com hidroxido de célcio (HC) ou PRP.
Em seguida, foi realizada ou ndo irradiagdo com LBI no dente e no alvéolo, e o dente foi
reimplantado. A comparacdo da porcentagem de reabsorcdo radicular foi realizada por
ANOVA ¢ Tukey (a = 0,05). Os resultados mostraram que o PRP ou LBI empregados
isoladamente ndo ofereceram melhora significativa nos indices de reabsorcdo radicular de
dentes de rato reimplantados tardiamente (p < 0,05). Os grupos que foram tratados com a
associacao do PRP no alvéolo e com a irradiacdo com LBI, independentemente do material
usado para preencher o canal radicular, apresentaram menos reabsorcdo radicular em relagéo
ao tratamento convencional com hidréxido de célcio intracanal e coagulo no alvéolo (p <
0,05). Pode-se concluir que a associagdo PRP e LBI pode se constituir em um protocolo

promissor de tratamento de dentes reimplantados tardiamente.

Palavras-Chave: Reimplante dentario. Plasma rico em plaquetas. Terapia com luz de
baixa intensidade.

*Artigo submetido e escrito segundo as normas do periodico Dental Traumatology
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INTRODUCAO

O melhor tratamento para dentes permanentes avulsionados apds um traumatismo € seu
reimplante imediato (1-3). Porém, em muitos casos o dente permanece por longo tempo fora
do alvéolo e em condicBes de armazenamento improprias, 0 que prejudica o prognéstico (1-
3). Pesquisas sobre meios de armazenamento e protocolos de tratamento de dentes
reimplantados tardiamente tém sido realizadas na tentativa de evitar a perda posterior do dente
(2, 4).

Um método empregado em engenharia tecidual, que visa a regeneracdo do periodonto,
inclusive em casos de reimplantes dentarios, € o uso do plasma rico em plaquetas - PRP (4-6).
O PRP é uma concentracdo autologa de plaquetas em um pequeno volume de plasma (7-9). O
PRP ativado libera fatores de crescimento que estimulam a proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo celular por meio da regulacdo de uma variedade de processos celulares (9). O
uso do PRP leva a cicatrizacdo do tecido conjuntivo, regeneracdo e reparacdo éssea (4).
Estudo mostrou que dentes de cdes avulsionados, preenchidos com hidroxido de célcio e
reimplantados com PRP inserido dentro do alvéolo apresentaram menor porcentagem de
reabsorcao radicular inflamatéria quando comparados ao grupo no qual ndo foi usado PRP.
Na presenca de PRP, também ndo foram observadas regides de anquilose (4).

Outra tecnologia que vem sido estudada em casos de avulsdo e reimplante dentario
experimental é a terapia com laser de baixa intensidade - LBI (10-13). Apdés a ocorréncia de
trauma, ocorre uma resposta inflamatdria a partir dos tecidos de suporte dentario agredidos, e
0 uso do LBI, devido sua propriedade de modular o processo inflamatorio, acelera o processo
de reparo, reduzindo a reabsorgéo radicular externa inflamatoria (11-13). Além disso, o LBI
apresentou efeitos positivos na proliferacdo de fibroblastos (14) e na adesdo dessas celulas a
superficie radicular (15), o que pode melhorar o progndstico de dentes avulsionados e

reimplantados.
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O LBI pode desempenhar um papel importante na regeneracdo do periodonto pelo
aumento da producdo de fatores de crescimento, como fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e fator de transformacao do crescimento (TGF-f), que sdo importantes para
o ligamento periodontal. A irradiacdo com LBI também induz a degranulacdo plaquetaria e a
liberacdo de fatores de crescimento. Portanto, € possivel que a associacdo do PRP ao LBI
possa aumentar a concentracdo de fatores de crescimento no local da injuria e acelerar a
cicatrizacao (5) em dentes reimplantados tardiamente.

A avaliacdo das reabsor¢des dentarias por microtomografia computadorizada (micro-
CT) vem ganhando destaque dentre os estudos, e pode auxiliar na compreensao dos eventos
biolégicos que ocorrem apos o reimplante dentario (16,17). A micro-CT é uma técnica que
apresenta alta resolucdo de imagem (18) e permite a analise bi e tridimensional dos espécimes
em multiplos planos (19). Além disso, a realizacdo do escaneamento pode ser realizada com o
animal vivo, o que permite comparar os dados de diferentes tempos de avaliagdo em um
mesmo animal, aumentando a precisao do estudo.

O objetivo desse estudo foi avaliar, por meio de analise por micro-CT in vivo, 0s
efeitos da laserterapia, da aplicacdo do PRP e associacdo de ambos sobre o reimplante tardio

de incisivos superiores de ratos submetidos a diferentes protocolos de tratamento.

MATERIAL E METODO

Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com as diretrizes
éticas e regulamentacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-FOAr que aprovou o projeto (Processo CEUA n° 46/2014 —
ANEXO A). Foram utilizados 50 ratos machos adultos (Rattus norvegicus, albinus,
Holtzman) pesando entre 250g e 280g. Durante todo o periodo experimental os animais foram

mantidos em gaiolas de polietileno, em temperatura (23+2°C) e umidade (55+10%)
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controladas e fotoperiodo de 12 horas, e receberam agua ad libitum, alimentacdo macia e
racdo granulada triturada durante 07 dias ap6s o0s procedimentos cirargicos, a partir do 8° dia,
0s animais receberam racéo soélida.
Coleta de sangue para obtencédo do PRP

Os animais foram anestesiados por meio de injecdo intramuscular de cloridrato de
xilazina 2% (0,04 mL/100g de peso corporal; Anasedan, Agribands do Brasil Ltda, Paulinia,
SP, Brasil) associado ao cloridrato de ketamina 10% (0,08 mL/100g de peso corporal,
Dopalen, Agribands do Brasil Ltda, Paulinia, SP, Brasil). Em seguida, os animais foram
submetidos a canulacdo da veia jugular para a coleta de 4 mL de sangue em um tubo plastico
(Axygen Scientific, Union city, CA, USA) contendo 0,22 mL de citrato de sddio a 3,2% para
prevenir a coagulacido (APENDICE A — Fig. A.1). As amostras de sangue permaneceram em
temperatura ambiente até a realizacdo da exodontia do incisivo superior direito e foi
processada durante a permanéncia do dente no meio de armazenamento (leite).
Procedimento cirurgico

Imediatamente apos a coleta de sangue, foi realizada antissepsia da regido anterior da
maxila com digluconato de clorexidina a 2% e o incisivo superior direito foi cuidadosamente
extraido para simular a avulsio dentaria (APENDICE A — Fig. A.2). Apds a extracdo, 0s
incisivos permaneceram em 5 mL de leite desnatado (Parmalat Brasil S/A Industria de
alimentos; Jundiai, SP, Brasil) em temperatura ambiente por 40 minutos, para simular o
reimplante dentario tardio. Os dentes foram entdo lavados com solucéo salina estéril e a papila
dentaria e o 6rgdo do esmalte foram removidos com uma lamina de bisturi nimero 15. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em um grupo controle e nove grupos (n=5), de
acordo com o protocolo de tratamento que o dente e o0 alvéolo receberam antes do reimplante.
Dentre esses, em um grupo, a polpa foi mantida no interior do canal radicular e o dente foi

reimplantado em seguida. Nos demais, a polpa foi removida por via retrograda com uma lima
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tipo Hedstroen n°35 (Dentsply Maileffer, Ballaigues, Suica), e o canal radicular foi irrigado
com solucdo salina esteéril, seco com pontas de papel absorvente e preenchido com hidréxido
de célcio (Ultracal XS, Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA) ou PRP. No alvéolo
dentario, apds irrigacdo com solucdo salina estéril, foi aplicado o PRP ou foi mantido o
coagulo. Em seguida, foi realizada ou ndo irradiacdo com LBI e o dente foi reimplantado. No
grupo controle ndo foi realizada qualquer intervencdo. Os grupos experimentais estdo

mostrados na tabela 1.

Tabela 1: Grupos experimentais de acordo com o tratamento realizado.

Preenchimento | Tratamento do )
Grupos ) Irradiacdo com
) ) do canal Periodonto/
experimentais ) LBI
radicular Alvéolo
Po/Co Polpa Coagulo -
HC/Co ) -
Coagulo
HC/Co/L Hidrdxido +
HC/PRP de célcio -
PRP
HC/PRP/L +
PRP/Co ) -
Coagulo
PRP/Co/L +
PRP
PRP/PRP -
PRP
PRP/PRP/L +
Controle N&o foi realizada intervencao

Po, polpa; Co, codgulo; HC, hidroxido de célcio; PRP, plasma rico em plaquetas; L, laser de

baixa intensidade; +, irradiagdo com LBI; -, auséncia de irradiagdo com LBI.

Ap0s os procedimentos cirurgicos, os animais receberam, por via intramuscular, uma
dose Unica de 24.000 Ul de Pentabiotico (Benzilpenicilina benzatina-12.000 UI,
Benzilpenicilina procaina- 6.000 Ul, Benzilpenicilina potassica- 6.000 Ul, Sulfato de

Diidroestreptomicina- 5 mg, Sulfato de Estreptomicina- 5 mg) (Fort Dodge Saude Animal
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Ltda., Campinas, SP, Brasil), e por via oral, 0,03mg de dipirona sodica por 100g de peso nos

trés primeiros dias.

Preparo do PRP e contagem das plaguetas

Para a obtencdo do PRP, 2 mL de sangue foram centrifugados por 7 minutos a 1200
rpm, a 22°C. Para a aplicacdo no alvéolo e no canal radicular, 500 puL de PRP foram ativados
com 25 pL de cloreto de célcio a 10% (APENDICE A — Fig. A.3). Em seguida, o canal
radicular foi preenchido por via retrograda com PRP ativado e 25 pL foram inseridos no
alvéolo dentario empregando uma ponta flexivel de 200ul acoplada a uma pipeta A contagem
das plaquetas foi realizada em camara de Neubauer a partir de 10 uL de PRP diluidos em
1990 uL de oxalato de aménio a 1%. A média da contagem de plaquetas no PRP foi de
141,4+56,73 x10* mL™.
Protocolo de irradiacdo com LBI
Foi utilizado o laser de baixa intensidade infravermelho Arseneto de Galio e Aluminio
(GaAlAs) com comprimento de onda de 808nm — TF Premier Plus (MM Optics, S&o Carlos,
SP, Brasil). Foram realizadas trés irradiacdes de modo continuo e pontual, com poténcia de 10
mW. Primeiramente, ap6s o preenchimento do canal radicular com HC ou com PRP, o LBI
foi aplicado nos tercos meédio e apical da raiz por 7,2 segundos e densidade de energia de 2,4
Jlcm? em cada ponto, totalizando 4,8 J/cm? na superficie radicular. Em seguida, foi feita
aplicacdo na embocadura do alvéolo por 14,4 segundos e densidade de energia de 4,8 J/cm?® e
os dentes foram submetidos ao reimplante. Apds a realizagcdo dos protocolos de tratamento e
imediatamente ap6s o reimplante, os animais ainda anestesiados foram submetidos ao

escaneamento microtomografico.
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Analise por micro-CT

As cabecas dos animais foram escaneadas in a SkyScan 1176 unit (SkyScan 1176 in
vivo, Bruker-micro CT, Kontich, Bélgica). Foram realizados dois escaneamentos in Vvivo:
inicial, imediatamente ap0s a realizacdo do reimplante dentério; e final, apos 30 dias do
inicial. Os parametros para o escaneamento foram baseados em estudos anteriores (2, 17),
sendo utilizados fonte de tensao de 80kW ¢ fonte de corrente de 300 pA, filtro de cobre e
aluminio com 0,5 mm de espessura, voxel isotropico de 18um e ciclo de evolugao de 360°. A
reconstrucdo das imagens da maxila foi realizada com software NRecon (V1.6.4,7; SkyScan,
Bélgica) utilizando a ferramenta “fine turning” que permite avaliar cada valor dos pardmetros
de reconstrucdo possibilitando a selecdo da imagem com menor quantidade de ruidos e
artefatos. As ferramentas “Ring artifacts reduction”, ‘“Beam-hardening correction”,
“Smoothing” e “CS Rotation” foram padronizadas nos valores 10, 40%, 6 e 360°
respectivamente. Foi utilizado o software Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica) para a
orientacdo das imagens nos planos axial, sagital e transaxial e as imagens foram salvas no
plano transaxial. Em seguida, as imagens de cada animal, inicial e 30 dias apds o reimplante,
foram orientadas (APENDICE B — Fig. B.1) e sobrepostas utilizando o software Data Viewer
(V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica) afim de alinha-las geometricamente, obtendo-se assim o
corregistro dessas imagens (APENDICE B — Fig. B.2). As imagens registradas foram
analisadas empregando o software CTAn (v1.11.8; SkyScan, Bélgica). Para todos os
espéecimes, o intervalo de avaliacdo foi definido em 2414 mm, correspondendo a 70 seccdes
de 0,035mm que abrangeram o terco medio da raiz. Em seguida, para cada imagem inicial foi
criada a regido de interesse (ROI) (APENDICE B — Fig. B.3) em todas as sec¢des transversais,
sendo que, para facilitar a visualizagdo e limite da raiz foram utilizadas as ferramentas
“Palette - Original” e “Palette - Black Body”. Os valores do histograma de densidade (escala

de cinza) para o reconhecimento das regides mineralizadas, processo denominado binarizacao
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foram de 78 a 115 (limite inferior) e 230 a 255 (limite superior). A ROI (Figura 1) e os
valores da imagem binaria criados para cada imagem inicial foram utilizados para a analise do
mesmo espécime no periodo de 30 dias (APENDICE B — Fig. B.4). Foi utilizado o valor de
“Bone Volume” (BV), que representa o valor do volume de tecido mineralizado da raiz em
mm3. A diferenca entre os volumes inicial e 30 dias ap0s o reimplante representa a
quantidade de reabsorc¢do radicular que foi expressa em percentual. Todas as medidas foram
realizadas por um avaliador previamente calibrado em dois momentos distintos em um
intervalo de 2 semanas (20).

Os dados obtidos foram analisados por meio dos programas estatisticos Graph Pad
Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA.) e SPSS versdo 20. ANOVA and Tukey
test were used para comparar a reabsorcdo radicular entre os grupos. O coeficiente de
correlacdo intra-classe (ICC) foi usado para avaliar a reprodutibilidade intraexaminador. Foi

adotado o nivel de significancia de 5%.

Figura 1 - Delimitacdo da regido de interesse (ROI) dos espécimes imediatamente apos o
reimplante (A) e 30 dias ap6s (B), utilizando a ferramenta “Palette - Black Body”. Seta indica

regido de reabsorcdo radicular. Fonte: Autoria prépria.
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Resultados

O ICC intraexaminador foi de 0,96. A comparacdo da porcentagem de reabsorcao
radicular obtida por meio da diferenca de volume entre os periodos inicial (imediatamente
apos o reimplante) e final (30 dias apds o inicial) esta mostrada na figura 2. Houve reabsor¢éo
radicular em todos os grupos. Os grupos HC/PRP/L e PRP/PRP/L apresentaram menores
porcentagens de reabsorcdo radicular, porém sem diferenca estatisticamente significante dos
grupos HC/PRP, PRP/C e PRP/PRP (p > 0,05). Por outro lado, o volume de reabsorcéo
radicular nos grupos HC/PRP/L e PRP/PRP/L foi significantemente menor do que nos grupos
Po/Co, HC/Co, HC/Co/L e PRP/Co/L (p < 0,05). Na analise qualitativa do grupo controle, no
qual os animais ndo foram submetidos a qualquer intervencdo, ndo foram observadas regides

de reabsorcdo radicular.

Reabsorcéo radicular (%)
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Figura 2. Média e desvio-padrdo da média de porcentagem de reabsorcao radicular. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p < 0,05). Po,
polpa; Co, coagulo; HC, hidrdéxido de célcio; PRP, plasma rico em plaquetas; L, laser de baixa

intensidade.
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A figura 3 mostra o aspecto do terco médio da raiz dos incisivos do grupo controle
(sem intervencdo), e dos grupos experimentais imediatamente e 30 dias ap6s o reimplante.
) Po/Co

HC/ColL |

Figura 3 - Imagens microtomogréficas no plano transaxial da por¢do média de raizes de
incisivos superiores direitos de ratos do grupo controle (A), representativa de todos os grupos
experimentais imediatamente apos o reimplante (B) e 30 dias ap6s o reimplante nos grupos
Po/Co (C), HC/Co (D), HC/Co/L (E), HC/PRP (F), HC/PRP/L (G), PRP/Co (H), PRP/Co/L
(1), PRP/PRP (J) e PRP/PRP/L (L). Po, polpa; Co, coagulo; HC, hidroxido de calcio; PRP,
plasma rico em plaquetas; L, laser de baixa intensidade. As setas indicam as regides de
reabsorcéo radicular. Fonte: Autoria propria.
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DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar por meio de analise microtomogréfica in vivo, 0s
efeitos da laserterapia, da aplicacdo do PRP e associacdo de ambos sobre incisivos superiores
de ratos reimplantados tardiamente. O modelo experimental utilizando incisivos superiores de
ratos para avaliar o reimplante dentario tem sido constantemente utilizado (10-12, 16, 17).
Estudos recentes tém utilizado a micro-ct para avaliar a reabsorcéo radicular em dentes de
ratos reimplantados. No entanto, nestes estudos ndo houve comparacdo entre a condicéo
inicial (imediatamente apds o reimplante) e ap6s os periodos de avaliacdo no mesmo animal,
uma vez que o escaneamento microtomografico foi realizado apenas apds sacrificio dos
animais (2, 16, 17). No presente estudo, foram realizados dois escaneamentos in vivo para
cada animal; o primeiro imediatamente ap6s o reimplante dentario (inicial) e o segundo apds
30 dias (final). Isso permitiu utilizar a técnica de sobreposicdo das imagens inicial e final e o
uso da mesma ROI para determinar o volume inicial de dentina radicular do dente
reimplantado e o volume de dentina ap6s o periodo de 30 dias, obtendo-se assim, a
porcentagem de volume de dentina/tecido mineralizado reabsorvida em cada incisivo
superior. E importante salientar que sobreposi¢do das imagens e analise comparativa dos
volumes dentinario e cementério inicial e final foi possivel devido a remocdo da papila
dentaria e do 6rgéo do esmalte dos incisivos, 0 que interrompe a sua erupgao (12, 13).

Em casos onde o dente ndo possa ser reimplantado imediatamente, a International
Association of Dental Traumatology (IADT) indica que o dente deve permanecer em um meio
de armazenamento com osmolaridade balanceada, como solugdo balanceada de Hank’s
(HBSS), solucéo salina, saliva ou leite (21). No presente estudo, os dentes foram mantidos em
leite bovino desnatado por 40 minutos em temperatura ambiente (12). O leite apresenta
grande aceitacdo (22) porque mantém a viabilidade das células do ligamento periodontal,

apresenta osmolaridade fisiolégica (230-270 mOsm Kg-'), pH préximo ao neutro (6,5 — 6,8)
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e baixa contaminacdo microbiana devido o processo de pausterizacdo (23). Estudo mostrou
que o leite com menor teor de gordura pode ser mais apropriado para manter as células do
ligamento periodondontal viaveis em comparagdo com o leite integral, que possui maior teor
de gordura (24). Alem disso, o leite sem refrigeracdo € mais comumente encontrado proximo
ao local do acidente (1-3).

Cada animal recebeu uma dose intramuscular de antibiotico para controlar a
contaminacdo bacteriana da superficie do dente exposta e para evitar interferéncia na
reabsorcéo radicular (21,25). Os animais foram sacrificados 30 dias apds o reimplante, pois,
0s processos inflamatorios e de reparo em ratos ocorrem entre 2 e 4 semanas apds a
reimplantacéo (26).

A laserterapia foi empregada com o objetivo de modular o processo inflamatério que
ocorre apos o reimplante dentario e acelerar o reparo (11,13). Os efeitos bioestimulatérios do
LBI estdo relacionados com o aumento da atividade enzimatica, transporte de elétrons e
sintese de ATP, que sdo favoraveis para as reacdes metabdlicas que ocorrem nas células
durante o processo de cicatrizagdo (27). O LBI utilizado foi o infravermelho GaAlAs com
comprimento de onda de 808 nm, devido ao seu maior potencial de penetra¢ao atuando sobre
tecidos mais profundos (27) e devido ao tecido alvo, ja que a irradiacdo da superficie radicular
com LBI infravermelho melhorou o reparo do ligamento periodontal de dentes de ratos
reimplantados (12, 13). Considerando que 0s incisivos superiores de ratos, apresentam a face
vestibular totalmente revestida por esmalte e que o ligamento periodontal esta localizado
apenas nas faces palatina, mesial e distal, a irradiacdo com LBI foi realizada apenas na face
palatina, alem da aplicacéo no alveolo.

No presente estudo ndo houve diferenca na reabsorcdo radicular entre 0s grupos
HC/Co e HC/ColL, ou seja, 0 uso do LBI néo afetou o reparo pds reimplante quando apenas o

coagulo foi mantido no alvéolo. Estes achados diferem daqueles de Vilela et al. (11) que
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mostraram que os dentes que receberam irradiacdo com LBI apresentaram menos reabsorcéao
radicular do que aqueles que ndo receberam, demonstrando que o efeito anti-inflamatorio do
LBI pode ter ajudado a reduzir o processo de reabsorcdo. Apesar de diferencas nos parametros
da laserterapia, nossos resultados foram semelhantes aos observados por Saito et al., (10),
onde ndo foi observada melhora no reparo periodontal apds aplicacdo do LBI infravermelho
no alvéolo dentario e vermelho na superficie radicular.

O PRP apresenta altas concentraces de fatores de crescimento liberados pelas
plaquetas ativadas, sendo capaz de iniciar e modular a cicatrizacdo (28). Estudo mostrou 0s
casos que receberam aplicacdo de PRP dentro do alvéolo dentario previamente ao reimplante
apresentaram menor porcentagem de reabsorcdo radicular inflamatéria quando comparado ao
reimplante na auséncia de PRP (4). No entanto, no presente estudo, na presenca de hidréxido
de célcio intracanal, a aplicacdo de PRP no alvéolo ndo alterou a taxa de reabsorcdo radicular
guando comparado ao grupo que ndo recebeu o PRP (HC/Co).

Além da avaliacdo do efeito do LBI e do PRP empregados individualmente, avaliamos
também a associacdo desses dois tratamentos em reimplante dentario tardio com o intuito de
aumentar o potencial reparador do PRP. Para o melhor de nosso conhecimento esta é a
primeira vez que esta associacdo é testada em reimplantes dentarios. Embora haja relato da
sua aplicacdo em defeitos periodontais (5), ndo ha até o momento na literatura estudos quanto
ao efeito da associacdo do PRP e a laserterapia em reimplante dentario tardio, onde esse
estudo é pioneiro. A inser¢do de PRP dentro do alvéolo dentério associado a irradiacdo com
LBI, seja com PRP ou com hidroxido de célcio intracanal, levou a menores porcentagens de
reabsorcéo radicular (Grupos HC/PRP/L e PRP/PRP/L). Esses resultados podem ser devido a
ativacdo de plaquetas pelo laser (29), o que estimula a producéo de fatores de crescimento (5),
acelerando o reparo do ligamento periodontal com consequente reducdo das regides

radiculares reabsorvidas. Nagata et al. (5) mostraram que o uso do LBI e do PRP levaram a
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formacgdo de novo cemento e de ligamento periodontal funcional em defeitos periodontais
criados na mandibula de ratos, porém sem diferenca estatisticamente significante dos grupos
nos quais foi utilizado somente o PRP ou somente o LBI.

Pode-se concluir que o PRP ou do LBI empregados isoladamente, ndo ofereceram
melhora significativa nos indices de reabsorcdo radicular de dentes de rato reimplantados
tardiamente. Por outro lado, os grupos que foram tratados com a associacdo do PRP no
alvéolo e com a irradiacio com LBI, independentemente do material usado
endodonticamente, apresentaram menor reabsorcdo radicular em relagdo ao tratamento
convencional, com hidroxido de calcio intracanal e coagulo no alvéolo. Assim, a associacao
PRP e LBI pode se constituir em um protocolo promissor de tratamento de dentes

reimplantado tardiamente.
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5 CONCLUSAO

As condicOes inerentes ao desenvolvimento dos estudos relativos aos capitulos 1 e 2 nos

permitem concluir que:

- Histologicamente, quando o coagulo foi deixado no alvéolo, nenhum dos tratamentos
ofereceu melhora significante nos indices de reabsorcéo radicular, exceto o grupo que recebeu
0 PRP intracanal associado a irradiacéo laser, cuja reabsorcdo foi significativamente menor
gue o0 grupo que recebeu o tratamento convencional (hidroxido de célcio intracanal e coagulo
no alvéolo), por outro lado, a insercdo do PRP no alvéolo, independentemente da associacao
ao laser ou do tratamento intracanal, sempre ofereceu indices de reabsorcdo menores que o

grupo com tratamento convencional;

- A andlise histoquimica, ndo houve diferenca entre os grupos estudados quanto ao niimero de

clastos na superficie radicular;

- De acordo com as imagens microtomogréaficas, o emprego do PRP ou do LBI isoladamente,
ndo ofereceu melhora significativa nos indices de reabsorcdo radicular de dentes de rato
reimplantados tardiamente. Por outro lado, os grupos que foram tratados com a associacdo do
PRP no alvéolo e com a irradiacio com LBI, independentemente do material usado
endodonticamente, apresentaram menor reabsor¢do radicular em relagdo ao tratamento

convencional, com hidroxido de calcio intracanal e coagulo no alvéolo.

- A associacdo PRP e LBI pode se constituir em um protocolo promissor para o tratamento de
dentes reimplantado tardiamente.
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APENDICE

APENDICE A — Figuras correspondentes a publicacéo 1 e 2.

Figura A.1 — Divulséao do tecido (A),Veia jugular (B - seta), Canulacdo da veia jugular (C) e

coleta de sangue (D e E).

Fonte: Autoria propria.
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Figura A.2 — Exodontia do incisivo superior direito - A: sindesmotomia; B: luxacdo; C:
incisivo central apés luxacdo; D e E: extragdo.

Fonte: Autoria propria.
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Figura A.3 — Obtencdo do PRP — A: coleta inicial, B: 2 mL de sangue acondicionados em
ependorf para centrifugacdo, C: imediatamente apds a centrifugacdo do sangue por7 minutos,
1200 rpm, 22°C, D: descarte ap6s transferéncia do volume total de PRP obtido apés a
centrifugacdo, E: volume total de PRP obtido apos centrifugacdo, F: 500uL de PRP obtido
que foi utilizado para o tratamento do alvéolo dentario ou preenchimento do canal radicular e
para contagem das plaquetas, G: PRP apds ativacdo com cloreto de céalcio (500 pL PRP foram
ativados com 25 pL cloreto de célcio a 10%, a figura ilustrada na letra G ¢ uma forma
didatica para mostrar a forma de gel do PRP ap0s ativacdo. No entanto, no presente trabalho,
o PRP ativado foi inserido no alvéolo e/ou no canal radicular ainda na forma liquida, antes de

geleificar).

Fonte: Autoria propria.
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APENDICE B — Figuras correspondentes somente & publicacao 2.

Figura B.1 - Orientacdo das imagens microtomograficas nos trés planos (A: plano coronal, B:
plano transaxial e C: plano sagital). As linhas verde, azul e vermelha, representam os eixos Y,

X e z, respectivamente.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura B.2 - Sobreposicdo dos registros inicial e apos 30 dias desalinhados (A) e apds
alinhamento geométrico (B).

9 DataViewer - 3D reg: A2 G5 30DIAS 29-04-2015_rec. | 1 DataViewer - 30 reg: A2 G5 30DIAS 29-04-2015_rec_Tra

Actions View Options Actons  View Options
N A L f};) (::. [" @
@ )R QE

<

- < / , i3 £¢24 58 4%) ~ ~ — .
B ali s ity i 30-registration mode VO! (194x468x343)8124,58.29) 0

Fonte: Autoria propria.



Figura B.3 - ROI dos espécimes inicialmente (A) e 30 dias ap06s o reimplante dentério (B).
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Fonte: Autoria propria.

Figura B.4 - Imagens binarias inicial (A) e 30 dias apds o reimplante dentéario (B).
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ANEXO A

Aprovacéo do projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA n° 46/2014)
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Proc. CEUA n® 46/2014

Araraquara, 19 de dezembro de 2014,

Senhares Pesquisadores:

A Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA desta Faculdade,
em reunifio hoje realizada, apds a avaliag@io do projeto de sua responsabilidade
intivclado  “EFEITO DA LASERTERAPIA E DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS EM DENTES REIMPLANTADOS TARDIAMENTE:
ANALISE ~ HISTOLOGICA,  IMUNOHISTOQUIMICA E  POR
MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA" (Proc. CEUA n° 46/2014)

AUTORIZA a realizagfio da pesquiss, ficando a apresentagio do RELATORIO
FINAL para FEVEREIRO/2017.

Atenciosamente,

;D'\.\w.w ou SARSGa S
Profa. Dra, Débora Simoes de Almeida Colombari
Vice-coordenadora da CEUA

Ao

Prof. Dr. FABIO LUIZ CAMARGO VILLELA BERBERT
DD, Pesquisador Responsével

Departamento de Qdontologia Restauradora
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Né&o autorizo a reproducdo deste trabalho até 17 de marco de 2019.

(Direitos de publicagéo reservado ao autor)

Araraquara, 17 de marco de 2017.

ARIELE PATRICIA RABELLO



