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Santos AFP. Avaliacdo do processo de reparo alveolar em ratos utilizando [3-
Tricalcio-Fosfato associado ou ndo ao LASER de baixa poténcia [dissertacao].

Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2020.

RESUMO

O uso de biomateriais em substituicAo ao enxerto autdégeno tem sido objeto de
estudo, e apresentando resultados promissores. Deste modo, o objetivo desse
estudo foi verificar os efeitos do B-tricalcio-fosfato e do LASER de baixa poténcia no
processo de reparo alveolar. Foram utilizados 96 ratos (Rattus novergicus albinus
Wistar), sendo 24 ratos para andlise dos cortes calcificados e 72 ratos para andlise
dos cortes descalcificados. Os animais foram submetidos a exodontia do incisivo
superior direito e em seguida foi feita a separacédo por grupo e por tempo. Para 0s
cortes calcificados, foi feita a divisdo em 4 grupos de 6 animais cada: Grupo CO
(Controle), Grupo BTF (Biomaterial), Grupo LS (LASER de baixa poténcia), Grupo
BTFL (biomaterial LASER de baixa poténcia), eutanasiados no periodo de 28 dias.
Para andlise dos cortes descalcificados foram utilizados os mesmos grupos em
tempos de eutanasia de 7,14 e 28 dias. As maxilas foram removidas e submetidas
as analises histolégica e histométrica nos cortes descalcificados e analise
tomogréafica microcomputadorizada (Micro-Ct) nos cortes calcificados. A analise por
micro-Ct evidenciou formacdo de tecido 6sseo em todos 0S grupos, porém nao
houve diferenca entre os grupos experimentais e o controle. A analise histométrica
evidenciou maior presenca de tecido 0sseo neoformado estatististicamente
significante em LS aos 7 dias quando comparados aos demais grupos. Desta forma,
concluiu-se que o LASER de baixa poténcia acelerou as fases inicias do processo

de reparo alveolar.

Palavras-chave: Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Materiais Biocompativeis.

Cirurgia Bucal. Analise Biolégica.



Santos AFP. Evaluation of the alveolar repair process in rats using B-Tricalcium
Phosphate associated or not with low power LASER [dissertation]. S&o Paulo State

University, School of dentistry, Aracatuba, 2020.

ABSTRACT

The use of biomaterials to replace autogenous grafts has been the subject of study,
and has shown promising results. Thus, the objective of this study was to verify the
effects of B-tricalcium-phosphate and low-power LASER on the alveolar repair
process. 96 rats (Rattus novergicus albinus Wistar) were used, being 24 rats for
analysis of calcified cuts and 72 rats for analysis of decalcified cuts. The animals
underwent extraction of the upper right incisor and then the separation was made by
group and by time. For the calcified cuts, the division was made into 4 groups of 6
animals each: Group CO (Control), Group BTF (Biomaterial), Group LS (low power
LASER), Group BTFL (low power LASER biomaterial), euthanized in the 28-day
period. For the analysis of decalcified cuts, the same groups were used at times of
euthanasia of 7.14 and 28 days. The jaws were removed and subjected to
histological and histometric analysis in the decalcified sections and
microcomputerized tomographic analysis (Micro-Ct) in the calcified sections. Micro-Ct
analysis showed bone tissue formation in all groups, but there was no difference
between experimental and control groups. Histometric analysis showed a greater
presence of statistically significant neoformed bone tissue in LS at 7 days when
compared to the other groups. Thus, it was concluded that the low-power LASER

accelerated the early stages of the alveolar repair process.

Keywords: Low intensity light therapy. Biocompatible materials. Oral surgery.

Biological analysis.
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1 INTRODUCAO

Diversas formas de melhorar o processo de reparo nos tecidos vem sendo
investigadas na atualidade, seja ele tecido mole ou duro. No passado, os materiais
utilizados tinham apenas a finalidade de produzir um arcabouco com o objetivo de
nao provocar qualquer tipo de dano ao organismo, levando a perda do material.
Visando uma melhora no tratamento e no progndstico dos pacientes, foram
desenvolvidos materiais que pudessem ir além de fornecer suporte, materiais que

pudessem estimular o crescimento tecidual local os biomateriais.*?

Existe uma diversidade de biomateriais disponiveis no mercado, com
propriedades e fungdes diferentes. Na odontologia 0s mesmos sao muito utilizados
na area de Implantodontia a fim de promover melhora no processo de
osseointegracdo. Dentre as caracteristicas dos biomateriais podemos citar a
biocompatibilidade, capacidade do material de n&o induzir respostas adversas do
organismo como alergias e processos inflamatérios severos e a bioatividade que
garante a unido do material ao tecido biol6gico. Além das caracteristicas, é
importante ressaltar a importancia das diferentes finalidades dos biomateriais, que
podem ser osteoindutores® quando induzem a osteogénese através do recrutamento
de células indiferenciadas estimulando sua diferenciacdo em células osteogénicas,
osteocondutores® no qual estimula o crescimento do tecido 6sseo através do
arcabouco instalado, promovendo diferenciacdo de células em toda regido do
enxerto e, por fim, a osteopromotores, que utiliza meios fisicos, barreiras ou
membranas, capazes de isolar o local, selecionando as células e permitindo sua

proliferacéo.>”’

O padrao ouro para reparo de defeitos 6sseos é o enxerto autdgeno®, devido
a sua capacidade de osteoconducdo e osteoinducdo, porém devido a
imprevisibilidade da retencdo de volume e a quantidade de reabsor¢cdo que pode

haver na regido,*”’

tem sido frequente a substituicdo deste pelos enxertos
aloplasticos, os quais também possuem biocompatibilidade, capacidade de
osteoconducéo e osteoinducdo,® Além disso, os biomateriais possuem a vantagem
de reduzir a morbidade dos procedimentos, ndo sendo necessaria a realizacdo de

uma cirurgia para remocéo de osso autégeno.® Os biomateriais mais citados com

Normalizado de acordo com Journal of Oral Implantology (Anexo B)
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resultados promissores no reparo 6sseo sado a hidroxiapatita (HA) e o - tricalcio-

fosfato (B- TCP), associados ou nao a laserterapia.®®

Estudos anteriores comparando HA com o B- TCP em defeitos 0sseos
mostraram que a HA estdvel promove a manutengcdo do volume na area enxertada
enquanto ocorre substituicdo por osso no B- TCP soltvel.'® Os resultados também
mostraram que as particulas de B-TCP eram mais biodegradaveis quando
comparados com HA,**?fato que pode ser explicado devido a dissolu¢do quimica
do material pelos tecidos e acdo dos osteoclastos.'®**** Em outros estudos,***’ foi
avaliado a regeneracdo 0Ossea desses materiais e 0s resultados mostraram um
processo de remodelacdo 6ssea mais acelerado e com boa integracdo entre o

material e o tecido 6sseo.

A associagdo desses biomateriais com o LASER de baixa poténcia
(terapéutico) tem acelerado o processo de reparo nos tecidos, apresentando efeitos
antiinflamatdrio, analgesico e pode ter efeito estimulante sobre o sistema imune com
participacdo ativa na regeneracéo celular.*® Os efeitos do LASER de baixa poténcia
foi objetivo de diversos estudos, 0s quais comprovaram que promove
bioestimulacdo, mesmo sem a associacdo com o biomaterial.**%*

Os efeitos da fototerapia podem ser atribuidos a sua acdo nas reacdes
celulares, como o0 aumento na sintese de ATP e estimulacdo das células, além de
afetar alguns processos bioquimicos e a condutividade da membrana celular,
resultando no aumento da acdo dos macréfagos, linfécitos e células envolvidas no
reparo tecidual.” O LASER também pode causar aumento na sintese de DNA e
producéo de colageno, na deposicdo de calcio®® e aumento da neovascularizagéo®.
A utilizacdo das técnicas de aplicacdo de laserterapia tem mostrado resultados
promissores quando utilizado sozinho e também em associagdo com

biomateriais.®%?’



Proposicdo
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos do LASER de baixa
poténcia e do RB-tricalcio- fosfato no processo de reparo alveolar ap6s exodontia de
incisivos superiores do lado direito em ratos Wistar por meio de analise tomografica

microcomputada (Micro-Ct), analise histolégica e histométrica.



Materiais e Meétodos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Grupos Experimentais

Para realizagdo deste estudo foram utilizados 96 ratos (Rattus novergicus
albinus Wistar) machos, com 6 meses de idade, com peso corporal variando de 250
a 300 gramas, os quais foram submetidos a cirurgia de exodontia dos incisivos
superiores direitos e, posteriormente, os alvéolos sofreram diferentes tipos de
tratamentos. Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e a pesquisa foi encaminhada e aprovada pelo Comité de Etica no uso de
animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, processo n°® 00298-2019 (Anexo A).

Os animais utilizados neste estudo foram fornecidos pelo Biotério Central da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba FOA — UNESP. Durante todo o
experimento os animais foram mantidos em gaiolas contendo 3 animais, ambiente
com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas claro e
12 horas escuro), alimentados com racdo soélida (Racdo Ativada Produtor®,
Anderson & Clayton S.A. — Laboratério Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)
durante todo o experimento e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas

antecedentes ao procedimento cirdrgico.

24 animais foram divididos em 4 (quatro) grupos experimentais com 6 animais

cada para os cortes calcificados:

- Grupo CO - Controle- Apés a exodontia do incisivo superior direito, o alvéolo
foi preenchido apenas por coagulo sanguineo e foi realizado a sutura com ponto

simples

- Grupo BTF - Biomaterial (3-Tricalcio- Fosfato em pasta (Graftys HBS, Latin

American Solutions - LAS Brazil))- Apés a exodontia do incisivo superior direito, foi
feito o preenchimento do alvéolo com pasta de - Tricalcio- Fosfato e realizado a

sutura com ponto simples

- Grupo LS - Laserterapia de Baixa Intensidade- Apos a exodontia do incisivo
superior direito, o alvéolo foi preenchido com coagulo, foi feito a sutura com ponto
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simples e aplicacéo de LASER de diodo portatil de 200mW com um comprimento de
onda de 660 + 10 nm (HELBO® TheraLite Laser, Bredent Medical, Senden,
Alemanha) equipado com uma sonda dedicada (HELBO® Pocket Probe 3D, Bredent
Medical, Senden, Alemanha), que forneceu uma densidade de poténcia de 60

mW/cm?2 durante 60s em um Unico ponto, com o valor de 10,8J de energia total

- Grupo BTFL - Biomaterial (3 -Tricalcio- Fosfato) + - Laserterapia - Apés a

exodontia do incisivo superior direito, o alvéolo foi preenchido com pasta de B -
Tricélcio- Fosfato (Graftys HBS, Latin American Solutions - LAS Brazil), foi feito a
sutura com ponto simples e aplicacdo de LASER de diodo portatil de 100mW com
um comprimento de onda de 660 + 10 nm (HELBO® TheraLite Laser, Bredent
Medical, Senden, Alemanha) equipado com uma sonda dedicada (HELBO® Pocket
Probe 3D, Bredent Medical, Senden, Alemanha), que forneceu uma densidade de
poténcia de 60 mW/cmz2 durante 60s em um Unico ponto, com o valor de 10,8J de

energia total.

Para andlise dos cortes descalcificados, foram utilizados os mesmos grupos
experimentais, com trés tempos de eutanasia: 7,14 e 28 dias, totalizando 72

animais, como mostra o esquema a seguir (figura 1).
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Figura 1. Fluxograma dos grupos experimentais
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3.2 Cirurgia Experimental

O procedimento cirurgico foi realizado sob sedag¢do com injecdo intramuscular
(IM) de 90mg/kg de Cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal
Ltda, S&o Paulo, Brasil), e 10mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Dopaser — Laboratério
Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil)). Apds sedacéo realizou-se a anti-sepssia
com PVPI degermante e tépico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, S&o José do Rio
Preto, Brasil), seguido da aposi¢do de campos estéreis. Foi realizada a exodontia do
incisivo central superior direito, utilizando instrumental especialmente adaptado para
este fim?®. Como complementacdo anestésica os animais receberam infiltracdo local
de cloridrato de 0.3 ml/Kg mepivacaina (Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000,
Septodont, Franca). Os animais foram posicionados em decubito dorsal em mesa de
operacdo personalizada. A sindesmotomia da insercdo gengival foi realizada
cuidadosamente por meio de um instrumental delicado (Hollembeck, Quinelato, Sao
Paulo, Brasil) seguido da luxacdo e exodontia do dente. Apds a exodontia, cada
grupo de animais recebeu um tratamento especifico, citados anteriormente e a
sutura foi realizada com fio absorvivel de Poliglactina 910 espessura 4.0 (Vycril 4.0,
Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil)). No poés-operatério 0s
animais receberam administracdo IM de 15 mg/kg de cefalotina (Keflin® Neutro,
Antibiéticos do Brasil Ltda, Sumaré, Brasil) a cada 12h por 48 horas e administracdo
IM de 50mg/kg de dipirona (NOVALGINA®, solucao injetavel 500 mg/mL, Sanofi-

Aventis Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) em dose Unica.

3.3 Anélise dos Cortes Calcificados

3.3.1 Eutanéasia

Passados 28 dias das exodontias, todos os 4 (quatro) grupos experimentais
foram submetidos a eutanasia com dose excessiva de anestésico, tiopental sédico
(150mg/kg) e lidocaina 2% (10 mg/kg). Foi realizada a resseccdo em bloco da regido

alveolar dos incisivos superiores para analise microtomografica.
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3.3.2 Analise Microtomografica (Micro-Ct)

ApOs a eutanasia dos animais, as maxilas dos animais dos 4 grupos
experimentais foram fixadas em solucao de formalina tamponada a 10% (Reagentes
Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 24
horas, seguidos de banho em agua corrente por 24 horas. Apés a fixacdo, as pecas

foram armazenadas em alcool 70%, para a realizacdo da analise microtomografica.

A andlise microtomogréfica foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Bouxsein et al.”® Por meio do microtomégrafo Skyscan (SkyScan 1272 Bruker
MicroCT, S/N 13C09015, Bélgica, 2014) as pecas foram escaneadas utilizando
cortes de 6um de espessura (80Kv e 125uA) com filtro de Al. Tmm e passo de
rotacdo de 0.600 deg, tamanho do pixel de 20.600010 uym, 766 slices e tempo de
aquisicdo de 1h e 20min. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas
amostras foram armazenadas e reconstituidas, determinando a area de terco médio
pelo software NRecon (SkyScan Versdo 1.6.10.4), com smoothing de 2, correcao
dos anéis de artefato de 20, correcdo de Beam Hardening de 0% e a faixa de
conversao de imagem podera variar de 0,0 — 0,03. No software Data Viewer (2014-
11 SkyScan, 2012-17 Bruker Micro Ct, Versdo 1.5.6.2 64-bit,), as imagens foram
reconstruidas para serem observadas em trés planos (transversal, longitudinal e
sagital). Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAnN (Special build Verséo
1.13.10.1) foi avaliado e mensurado® o volume ésseo (BV), porcentagem do volume
0sseo (BV/TV), espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th), separacdo e numero de
trabéculas (TB.Sp e Tbh.N), para entdo realizar a reconstrucdo em 3D e uso de filtros
de cores pelo software CTvox (SkyScan, Verséo 3.3.0 r1403 64-bit).

3.4 Anélise dos Cortes Descalcificados

3.4.1 Eutanasia

Nesta metodologia de cortes descalcificados foram empregados 6 animais por
periodo, totalizando 72 animais nos 3 periodos de analise. Nos tempos de 7, 14 e 28
dias ap0s a exodontia dos incisivos centrais superiores do lado direito os animais

foram submetidos a eutanasia com dose excessiva de anestésico, tiopental sédico
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(150mg/kg) e lidocaina 2% (10 mg/kg). Foi realizado uma resseccdo em bloco da
regido alveolar para analise histoldgica.

3.4.2 Anédlise Histoldgica e Histomorfométrica

As maxilas foram removidas e reduzidas para realizacdo da analise histolégica
dos cortes em parafina. As amostras foram fixadas em formalina tamponada a 10%
(Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP — Brasil)
por 24 horas e apds esta etapa foi iniciado o processo de descalcificacdo em

solucado de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e hidroxido de sédio a 20%.

ApoOs a descalcificacdo adequada, foi realizada a desidratacdo das pecas atraves
da sequéncia de alcoois sendo finalizada com o processo de diafanizacdo com xilol.
Na sequéncia as pecas foram submetidas ao processo de embebicdo em parafina 1,
2, 3 e por fim foram imersas em parafina para inclusdo. Em seguida, a parafina em
excesso foi removida e as pecas foram instaladas no sentido cervical (postero-
anterior) nos tacos para realizacdo de cortes sagitais de 5 um de espessura por

meio de micro6tomo (RM2235, Leica Biosystems Nussloch GmbH 2017).

Cinco laminas de cada amostra foram separadas para a coloracdo em
hematoxilina e eosina (HE). As imagens de laminas coradas com HE foram obtidas
através do microscopio Optico (Leica DM4000 B LED, Heerbruggm Switzerland) com
o auxilio de lentes objetivas Carls Zeiss (6,3x 0,12, 12,5x 0,25 e 25x 0,50) acoplados
uma camera de captacdo de imagem e conectado ao computador (Configuracéo:
Intel Core i5® com sistema operacional Windows 7® e Software para
processamento e analise de imagens (AxioVision 4.9.1®0, Carl Zeiss by Imaging
Associates Itd, Jena, Deutschland).

Foram determinadas areas a serem avaliadas na analise quantitativa: area de

tecido 0sseo integro, tecido conjuntivo e biomaterial nos grupos BTF e BTFL.

3.5 Anadlise Estatistica

Inicialmente foi aplicado um teste de normalidade para verificar a

homogeneidade ou heterogeneidade da amostra. Os dados obtidos foram
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submetidos a analise estatistica (Shapiro- Wilk) e ao teste t de Tukey. Para

todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5%.



Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Analise dos Cortes Calcificados
Anélise Microtomografica (Micro-Ct)

Foi realizada microtomografia das amostras dos 4 (quatro) grupos, obtendo-
se cortes sagitais e axiais. Ambos 0s cortes evidenciaram as areas de reparo, nos
cortes sagitais (Figs 2,3,4 e 5- A,B,C,D), com vista completa do alvéolo no sentido
apico-cervical e nos cortes axiais (Figs 2,3,4 e 5- E,F,G,H) no sentido latero-lateral.
Observa-se a vista completa do alvéolo no sentido vestibulo-palatino e a vista do
incisivo central do lado oposto (esquerdo) evidenciado pelas setas verdes.

No grupo CO, observou-se integridade das paredes do alvéolo (Fig 2. A, B-
seta vermelha). Nas imagens tridimensionais observou-se areas de tecido mais
denso (Fig 2. C,D,G,H- setas amarelas), interpostas por areas mais claras que
sugerem presenca de tecido conjuntivo, com discretas areas de reparo 0sseo (areas

azuis).

Figura 2. Microtomografia CO. (A) corte sagital bidimensional; (B) reconstrucdo sagital 3D, em escala preto e
branco, mostrando paredes do alvéolo integras e auséncia de remanescentes dentarios; (C) reconstrucao
sagital 3D, em escala Blue, onde observa-se areas mais escuras (setas amarelas), sugestivas de tecido 6sseo
imaturo, interposto por areas mais claras, sugestivas de tecido conjuntivo; (D) reconstru¢do sagital 3D, em
escala Trabecular; (E) corte coronal bidimensional, mostrando toda area da amostra que foi escaneada; (F)
reconstrucdo axial 3D, escala preto e branco, onde observa-se integridade das paredes do alvéolo; (G)
reconstrucdo axial 3D, escala Blue, em regido de terco médio, mostrando preenchimento do alvéolo; (H)
reconstrucdo axial 3D, escala Trabecular, em regido de terco médio. Setas vermelhas mostram paredes do
alveolo integras; Setas amarelas evidenciam areas com tecido mais denso, sugestivas de tecido 0sseo
imaturo; Setas verdes mostram incisivo central do lado esquerdo
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Observou-se nas imagens bidimensionais do grupo BTF (Fig 3. AE)
integridade das paredes do alvéolo, bem como auséncia de remanescentes
dentarios. Nas imagens tridimensionais, pode-se observar presenca de
remanescentes de biomaterial (Fig 3. B,F- setas pretas) e presenca de areas de
tecido mais denso (Fig 3. C,D,G,H- setas amarelas) interpostas por areas mais
claras, sugestivas de tecido conjuntivo, além de areas de reparo ésseo em cor azul
(Fig 3. C,D,G,H).

Figura 3. Microtomografia BTF. (A) corte sagital bidimensional; (B) reconstrucdo sagital 3D, em escala preto
e branco, mostrando paredes do alvéolo integras e auséncia de remanescentes dentéarios; (C) reconstrucao
sagital 3D, em escala Blue, onde observa-se areas mais escuras (setas amarelas), sugestivas de tecido
Osseo imaturo, interposto por areas mais claras, sugestivas de tecido conjuntivo; (D) reconstrugdo sagital 3D,
em escala Trabecular; (E) corte axial bidimensional, mostrando toda area da amostra que foi escaneada; (F)
reconstrucdo axial 3D, escala preto e branco, onde observa-se integridade das paredes do alvéolo; (G)
reconstrucdo axial 3D, escala Blue, em regido de terco médio, mostrando preenchimento do alvéolo; (H)
reconstrucdo axial 3D, escala Trabecular, em regido de terco médio. Setas vermelhas mostram paredes do
alveolo integras; Setas pretas evidenciam remanescentes de biomaterial; Setas amarelas evidenciam areas
com tecido mais denso, sugestivas de tecido 6sseo imaturo; Setas verdes mostram incisivo central do lado
esquerdo

Em LS, observou-se grande quantidade de areas com tecido mais denso (Fig
4. C,D,G,H- setas amarelas) e areas de reparo 0sseo, visivel até nas imagens sem
escala de cor (Fig 4. B,F), apresentando menor quantidade de tecido conjuntivo,

guando comparado com os grupos CO e BTF.



Pagina |40

Figura 4. Microtomografia LS. (A) corte sagital bidimensional; (B) reconstru¢céo sagital 3D, em escala preto e
branco, mostrando paredes do alvéolo integras e auséncia de remanescentes dentarios; (C) reconstrucao
sagital 3D, em escala Blue, onde observa-se areas mais escuras (setas amarelas), sugestivas de tecido 6sseo
imaturo, interposto por areas mais claras, sugestivas de tecido conjuntivo; (D) reconstrugdo sagital 3D, em
escala Trabecular; (E) corte axial bidimensional, mostrando toda area da amostra que foi escaneada; (F)
reconstrucdo axial 3D, escala preto e branco, onde observa-se integridade das paredes do alvéolo; (G)
reconstrucdo axial 3D, escala Blue, em regido de terco médio, mostrando preenchimento do alvéolo; (H)
reconstrucdo axial 3D, escala Trabecular, em regido de terco médio. Setas vermelhas mostram paredes do
alveolo integras; Setas amarelas evidenciam é&reas com tecido mais denso, sugestivas de tecido 0sseo
imaturo; Setas verdes mostram incisivo central do lado esquerdo

No grupo BTFL observou-se grande quantidade de é&reas de tecido mais
denso e de reparo 6sseo (Fig 5. C,D,G,H- setas amarelas), com presenca de
remanescentes de biomaterial (Fig 5. C,G- setas pretas), mostrando que houve

reabsorcdo de grande parte de biomaterial no periodo de 28 dias.



Figura 5. Microtomografia BTFL. (A) corte sagital bidimensional; (B) reconstru¢éo sagital 3D, em escala preto e
branco, mostrando paredes do alvéolo integras e auséncia de remanescentes dentarios; (C) reconstrucao
sagital 3D, em escala Blue, onde observa-se areas mais escuras (setas amarelas), sugestivas de tecido 6sseo
imaturo, interposto por areas mais claras, sugestivas de tecido conjuntivo; (D) reconstrugdo sagital 3D, em
escala Trabecular; (E) corte axial bidimensional, mostrando toda area da amostra que foi escaneada; (F)
reconstrugdo axial 3D, escala preto e branco, onde observa-se integridade das paredes do alvéolo; (G)
reconstrugdo axial 3D, escala Blue, em regido de terco médio, mostrando preenchimento do alvéolo; (H)
reconstrucdo axial 3D, escala Trabecular, em regido de terco médio. Setas vermelhas mostram paredes do
alveolo integras; Setas pretas evidenciam remanescentes de biomaterial; Setas amarelas evidenciam areas
com tecido mais denso, sugestivas de tecido 6sseo imaturo; Setas verdes mostram incisivo central do lado

esquerdo
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Em relacdo a andlise quantitativa, foram analisados 4 (quatro) parametros de
guantidade e qualidade do tecido 6sseo neoformado: BV/TV, Th.N, Tb.Th e Th.Sp.

Os paramétros e a média de cada grupo estdo descritos na Tabela 1, onde

observou-se que todos o0s grupos obtiveram valores semelhantes em cada

parametro analisado.

TABELA 1

Analise quantitativa microtomografia computadorizada. Descri¢cdo dos parametros utilizados e as
médias dos valores obtidos nos diferentes grupos analisados. BV/TV- fracdo de volume 6sseo, Th.N-
nuamero de trabéculas, Th.Th- espessura trabecular e Th.Sp- separacao trabecular

Parametros BV/TV (mm?) Th.N (mm) Tb.Th (mm) Tb.Sp (mm)
co 0,227893333 0,965443333 0,23445 0,96787
BTF 0,253163333 1,171617667 0,217046667 0,68304

LS 0,231463333 1,063786667 0,22049 0,81445
BTFL 0,221663333 1,033073333 0,21299 0,756726667
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A anadlise estatistica foi realizada separadamente para cada parametro e,

como pode-se observar no Gréafico 1 (a,b,c,d), ndo houve diferenca estatistica entre

0S grupos em todos os parametros avaliados.

co BTF LS BTFL

Groups
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Grafico 1. (a) Andlise estatistica da fracao de volume 6sseo neoformado, (b) Andlise estatistica do
numero de trabéculas formadas, (c) Andlise estatistica da espessura trabecular, (d) Andlise estatistica

da separacdao trabecular.

4.2 Analise dos Cortes Descalcificados

4.2.1 Analise Histolbgica

ApOs o procedimento de corte dos blocos, foram confeccionadas laminas

histologicas com coloracdo HE, as quais foram fotografadas nos aumentos de

6,3x0,12, 12,5x0,25, 25x0,50 e 40x. Em seguida foi realizada a analise qualitativa e

quantitativa de cada lamina.
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As imagens obtidas no grupo controle (CO) evidenciaram &reas de infiltrado
inflamatério em regido central do terco médio no periodo de 7 dias (Fig. 6.A,B,C,D),
com presenca grande quantidade de tecido conjuntivo (seta preta) e formacéo de
vasos sanguineos (seta branca) no interior do alvéolo. Entretanto, nas regies mais
proximas as paredes do alvéolo foram observadas areas de tecido 0Osseo
neoformado (seta azul claro).

No periodo de 14 dias (Fig. 6.a,b,c,d), observou-se presenca de formacéo de
tecido 6sseo (seta azul claro) em grande parte do alvéolo, com presenca de
ostedcitos nas lacunas (seta azul escuro) , interposto por tecido conjuntivo e fibras
colagenas (seta preta) e vasos sanguineos (seta branca). Em 28 dias (Fig. 6.A’,
B’,C’,D’) observou-se uma maior area de tecido 6sseo neoformado (seta azul claro)
em toda extensdo do terco médio, interposto por areas de tecido conjuntivo (seta
preta).

Figura 6. Histologia grupo CO em regido de terco médio. Setas azuis claro indicam tecido 6sseo, setas pretas
indicam tecido conjuntivo, setas brancas indicam presenca de vasos sanguineos e setas azuis escuro indicam
ostedcitos. 7d: (A) imagens histoldgicas em menor aumento, 6,3x0,12, (B) aumento de 12,5x0,25 em area
central do terco médio, evidenciando areas de neoformacdo Gssea no interior do alvéolo, (C) aumento de
25x0,50 e (D) aumento de 40x. 14d: (a) imagens histologicas em menor aumento, 6,3x0,12, (b) aumento de
12,5x0,25, (c) aumento de 25x0,50 e (d) aumento de 40x. 28d: (A’) imagens histoldgicas em menor aumento,
6,3x0,12, (B’) aumento de 12,5x0,25, (C’) aumento de 25x0,50 e (D’) aumento de 40x
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Nas imagens histologicas do grupo BTF, observou-se, no periodo de 7 dias
(Fig. 7.A,B,C,D), em regido central do terco médio, presenca de pequena quantidade
de particulas de biomaterial (seta verde), mostrando que houve reabsorcdo de
grande parte do material, além de presenca de grande quantidade de infiltrado
inflamatoério e tecido conjuntivo (seta preta). A neoformagdo Ossea no centro do
alvéolo foi menor, quando comparada aos outros dois periodos, porém com
presenca de pequenas areas de neoformacao 6ssea, identificadas pela seta azul na

imagem.

Em 14 dias (Fig.7. a,b,c,d) ndo foi observado presenca de biomaterial no
interior do alvéolo, apenas presenca de uma maior area de neoformacéo 6ssea (seta
azul claro) tanto em regido periférica quanto em regido central, com tecido conjuntivo
interposto (seta preta) e formacdo de vasos sanguineos (seta branca). No periodo
de 28 dias (Fig.7.A’,B’,C’,D’), observou-se neoformacdo Ossea (seta azul claro) em
grande quantidade em toda extensédo do terco médio, com areas menores de tecido

conjuntivo (seta preta), principalmente em regido central do terco médio.

Figura 7. Histologia grupo BTF em regido de terco médio. Setas azuis claro indicam &reas de tecido ¢sseo,
setas pretas indicam area de tecido conjuntivo, setas brancas indicam presenca de vasos sanguineos, setas
verdes indicam presenca de biomaterial no interior do alvéolo e setas azuis escuro indicam ostedcitos. 7d: (A)
imagens histolégicas em menor aumento, 6,3x0,12, (B) aumento de 12,5x0,25, (C) aumento de 25x0,50 e (D)
aumento de 40x. 14d: (a) imagens histolégicas em menor aumento, 6,3x0,12, (b) aumento de 12,5x0,25, (c)
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aumento de 25x0,50 e (d) aumento de 40x. 28d: (A’) imagens histolégicas em menor aumento, 6,3x0,12, (B’)
aumento de 12,5x0,25, (C’) aumento de 25x0,50 e (D’) aumento de 40x.

No grupo LS, observou-se neoformacéo 0ssea (seta azul claro) relativa ja no
periodo inicial- 7 dias (Fig. 8.A,B,C,D), com menor quantidade de tecido conjuntivo
interposto (seta preta), quando comparado com o mesmo periodo dos outros grupos
analisados. Nos periodos de 14 dias (Fig.8.a,b,c,d) e 28 dias (Fig.9. A’,B’,C’,D’),
observou-se evolugdo do processo de reparo, com presenca de &reas de
neoformacdo 6ssea em todo terco médio (seta azul claro). Indicando que o laser,
além de acelerar as fases iniciais do processo de reparo, promoveu uma maior

atividade osteogénica.

Y f L
Figura 8. Histologia grupo LS em regido de terco médio. Histologia grupo BTF em regido de terco médio.
Setas azuis claro indicam areas de tecido 6sseo, setas pretas indicam &rea de tecido conjuntivo, setas brancas
indicam presenca de vasos sanguineos, setas verdes indicam presencga de biomaterial no interior do alvéolo e
setas azuis escuro indicam osteécitos. 7d: (A) imagens histolégicas em menor aumento, 6,3x0,12, (B) aumento
de 12,5x0,25, (C) aumento de 25x0,50 e (D) aumento de 40x. 14d: (a) imagens histolégicas em menor
aumento, 6,3x0,12, (b) aumento de 12,5x0,25, (c) aumento de 25x0,50 e (d) aumento de 40x. 28d: (A’)
imagens histolégicas em menor aumento, 6,3x0,12, (B’) aumento de 12,5x0,25, (C’) aumento de 25x0,50 e (D)
aumento de 40x.

As imagens do grupo BTFL, no periodo de 7 dias (Fig.9. A,B,C,D) evidenciam
presenca de biomaterial (seta verde), presenca de tecido conjuntivo (seta preta) e

algumas éareas de neoformacdo 6ssea em regido central do terco médio (seta azul
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claro). Em 14 dias (Fig.9.a,b,c,d) € possivel visualizar presenca de neoformacao
0ssea (seta azul claro) em toda extensao do terco médio, com presenca de tecido

conjuntivo e fibras colagenas (seta preta).

No periodo de 28 dias (Fig.9. A’,B’,C’,D’) observou-se maior quantidade de
areas de tecido 6sseo maduro (seta azul claro) e menor quantidade de tecido

conjuntivo interposto (seta preta).

Figura 9. Histologia grupo BTFL em regido de terco médio. Histologia grupo BTF em regido de terco médio.
Setas azuis claro indicam areas de tecido 6sseo, setas pretas indicam area de tecido conjuntivo, setas brancas
indicam presenca de vasos sanguineos, setas verdes indicam presencga de biomaterial no interior do alvéolo e
setas azuis escuro indicam osteécitos. 7d: (A) imagens histolégicas em menor aumento, 6,3x0,12, (B) aumento
de 12,5x0,25, (C) aumento de 25x0,50 e (D) aumento de 40x. 14d: (a) imagens histolégicas em menor
aumento, 6,3x0,12, (b) aumento de 12,5x0,25, (c) aumento de 25x0,50 e (d) aumento de 40x. 28d: (A’)
imagens histol6gicas em menor aumento, 6,3x0,12, (B’) aumento de 12,5x0,25, (C’) aumento de 25x0,50 e (D)
aumento de 40x.14d: Grande quantidade de tecido dsseo neoformado em todos 0os aumentos.
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Figura 10. Cortes histologicos grupos CO (A) 7 dias, (B) 14 dias e (C) 28 dias; BTF (D) 7 dias, (E) 14 dias
e (F) 28 dias; LS (G) 7 dias, (H) 14 dias e (1) 28 dias e BTFL (J) 7 dias, (K) 14 dias e (L) 28 dias. Aumento
de 40x.

4.2.2 Anélise histométrica

ApOs a captura das fotografias das laminas histolégicas, as imagens
capturadas com aumento de 12,5x0,25 foram separadas para analise histométrica.
Para mensuracédo da area de tecido Gsseo e area de tecido conjuntivo, foi utilizado o
programa ImageJ 1.47v (Wayne Rasband, Nacional Institutes of Health, USA, Java
1.6.0_20, 32-Bit, 2258K of 1638MB- <1%), calibrado com régua de 500um.

Os dados obtidos estao presentes na Tabela 2, onde observa-se a média de
cada periodo de cada grupo analisado.




TABELA 2
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Média dos dados obtidos em analise histométrica. AO- area 6ssea, TOI- Tecido ésseo imaturo, area

de biomaterial, AT Osso- Area total de tecido 6sseo e AT Conjuntivo- Area total de tecido conjuntivo

Grupos/Variaveis AO TOI Biomaterial | AT Osso Conj‘:’fltivo

CO 7d 10,52% 13,34% 0,00% 23,86% 76,14%
CO 14d 30,59% 2,30% 0,00% 32,89% 67,11%
CO 28d 60,35% 0,00% 0,00% 60,35% 39,65%
BTF 7d 8,53% 11,58% 0,62% 20,73% 79,27%
BTF 14d 17,19% 7,73% 0,00% 24,92% 75,08%
BTF 28d 54,12% 0,00% 0,00% 54,12% 45,88%
LS 7d 21,52% 16,41% 0,00% 37,93% 62,07%
LS 14d 31,79% 7.67% 0,00% 39,46% 60,54%
LS 28d 58,61% 3,73% 0,00% 62,40% 37,60%
BTFL 7d 8,09% 13,01% 0,02% 21,12% 78,88%
BTFL 14d 27,28% 1,92% 0,00% 29,21% 70,79%
BTFL 28d 48,25% 0,00% 0,00% 48,25% 51,75%

De acordo com os dados obtidos na Tabela 2, verifica-se que a porcentagem

de &rea total de tecido 6sseo teve maior variagdo entre os periodos e nao entre os
grupos. Além disso, houve uma maior porcentagem de area total de tecido 6sseo no
periodo de 7 dias do grupo LS, mostrando que o LASER foi capaz de acelerar as

fases iniciais do processo de reparo.

Embora o biomaterial estivesse presente em apenas 2 grupos, a porcentagem
de residuos foi muito baixa em ambos os grupos, em todos os periodos, mostrando

que a reabsorcao do biomaterial aconteceu de forma rapida.
4.2.3 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com os dados obtidos na analise
histométrica, onde foram avaliadas 72 amostras distribuida em 12 grupos (4 grupos
experimentais + 3 tempos por grupo). Os dados foram rodados no programa
SigmaPlot 12.0 (Build 12.0.0.182, Copyright 2011 Systat Software, Inc.) e o0s

resultados estdo contidos nos Graficos 1 e 2.
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Grafico 2. Analise estatistica Area Total de Tecido Osseo. A porcentagem esta descrita no eixo X, 0s

tempos no eixo y e 0s quatro grupos experimentais estdo representados pelas barras. *diferenca

estatisticamente significante.
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Gréfico 3. Andlise estatistica Area Total de Tecido Conjuntivo. A porcentagem esta descrita no eixo
X, 0S tempos No eixo y e 0S quatro grupos experimentais estao representados pelas barras.

Os resultados contidos nos Gréficos 1 e 2 mostraram que houve diferenca

estatistica apenas entre o grupo LS no periodo de 7 dias e 0s outros grupos
analisados.



‘Discussdo



Pagina |52

5 DISCUSSAO

A popularidade da implantodontia vem promovendo uma série de estudos
sobre substitutos 6sseos para pequenas ou grandes reabilitagdes. Tais estudos tem
como objetivo comparar materiais a fim de obter maior nUmero de substitutos ésseos
com capacidade de estimular e induzir a formacéao de tecido 0sseo em areas com

deficiéncias, diminuindo o custo e a morbidade do tratamento.

O presente estudo teve como objetivo comparar os efeitos do LASER na
estimulacdo de neoformacéo 6ssea com as respostas promovidas pelo biomaterial e
a associacdo de meétodos. Os resultados foram promissores, mostrando que a
laserterapia atuando sozinha acelerou o processo de neoformacdo Ossea, no
entanto apenas no primeiro periodo de analise de 7 dias e, quando associada ao
biomaterial, promoveu uma reducéo da resposta inflamatéria, como foi apresentado
na figura 10. Observa-se que a resposta inflamatéria no grupo BTF foi exacerbada
no periodo de 7 dias e, ao associar a laserterapia, houve uma melhora do quadro
inflamatoério no mesmo periodo, mostrando que o LASER foi capaz de controlar a

inflamac&o provocada pelo biomaterial.

Um estudo comparativo da velocidade de consolidacéo de fraturas, utilizando
LASER terapéutico em ratos® mostrou que com apenas 4 sessdes de aplicacdo
houve atividade celular intensa e formacdo de calo 6sseo, enquanto no grupo
controle houve consolidacdo apdés o 24° dia do experimento. Foi visto também
ostedcitos em uma area correspondente ao canal de Havers, o que nédo foi
visualizado no grupo controle. Os autores concluiram que o LASER promoveu um
aumento na atividade de osteossintese, devido a vascularizacdo e agéo
antiinflamatéria do mesmo. O mesmo foi observado no presente estudo, o qual
avaliou periodos iniciais de reparo 6sseo e, como observado na figura 8, o LASER
acelerou a neoformagdo 6ssea mesmo em periodos iniciais (7 dias), com resultados

estatisticamente superiores aos dos outros grupos avaliados.

Outro estudo previamente publicado® utilizou LASER de AsGaAl (A=830nm e
poténcia de 20mW) e o LASER de He-Ne (A=632,8nm e poténcia de 6mW) para
avaliar a regeneracdo 6ssea em alvéolos pés-exodontia mostrou radiograficamente

€ macroscopicamente um maior volume 6sseo no grupo que foi irradiado, mostrando
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que houve uma ativacdo na regeneracao do tecido ésseo. Também foi estudado os
efeitos sobre os ostedcitos e reabsor¢cdo em areas enxertadas. Foi utilizado LASER
com poténcia de 100mW e comprimento de onda de 690nm durante 1 minuto (6J)
imediatamente apos a perfuracdo e insercdo dos enxertos em babuinos. Os
resultados mostraram que a viabilidade dos ostedcitos foi consideravelmente maior
no grupo irradiado quando comparado com o grupo nao irradiado, comprovando que
houve uma aceleracdo no processo de formacdo Ossea, contudo, o LASER nao
afetou a reabsorcdo®. O presente estudo seguiu este mesmo protocolo de
laserterapia, em ratos, e obteve resultados semelhantes (figuras 4 e 8),
evidenciando a eficicia do método para acelerar o processo de reparo 0sseo.

Pinheiro et al.?’

, associou LASER de baixa poténcia com enxerto de 0sso
bovino, com aplicagdes a cada 48h por 15 dias. Os resultados mostraram que houve
um reparo avancado nos grupos irradiados quando comparado aos grupos que nao
foram irradiados, além da presenca de neoformacdo Ossea e presenca de
concentracdo de fibras colagenas ao redor do enxerto no 15° dia ap0s a cirurgia.
Sendo assim, houve melhores resultados nos grupos enxertados com laserterapia
presente. Outros estudos®® associaram biomaterial sintético (HA+ B-TCP) e LASER
de baixa poténcia e concluiu que a associacdo favoreceu o processo de reparo,

acelerando o mesmo, obtendo-se melhores resultados.

Estudo previamente publicado®® avaliou a capacidade de regeneracéo 6ssea
do B -TCP biomimético, mostrou que a degradacao e reabsor¢cdo do mesmo pelos
osteoclastos estimula a liberacdo de ions calcio e fosfato, podendo acelerar o
processo de remodelacdo Ossea. Além disso, 0 0sso recém formado era mais
espesso e organizado, podendo ser visto 0sso infiltrando o material, mostrando que
houve uma boa integracéo entre material e tecido.”™*’ Neste estudo, foi avaliado os
efeitos da pasta de R-TCP no reparo 6sseo em alvéolo de ratos e observou-se que
mesmo em periodos iniciais (7 dias), havia poucos ou mesmo nenhum
residuo/particula de biomaterial presente no interior do alvéolo, sugerindo a rapida
reabsor¢cdo do mesmo. Entretanto, esse fato ndo prejudicou o processo de reparo,
permitindo formacao de tecido 6sseo no interior do alvéolo em fases iniciais (Figura
7). Foi observado uma quantidade minima de tecido 6ésseo no periodo de 7 dias, e

uma grande evolucdo do processo em 14 dias, onde observou-se uma grande
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quantidade de tecido 6sseo neoformado em toda extensdo do terco meédio do

alvéolo.

Outro estudo previamente publicado®?, utilizou o R -tricalcio-fosfato associado
com HA em alvéolos de ratos e concluiu que o material € biocompativel, promove
boa integracdo Ossea, € gradualmente reabsorvivel e pode ser considerado um
substituto 6sseo viavel. No presente estudo, foi avaliado os efeitos do R3- tricalcio-
fosfato de forma isolada (figuras 3 e 7) e os resultados também foram promissores.
Embora tenha degradado rapidamente, o biomaterial obteve respostas semelhantes
aos outros grupos avaliados, permitindo neoformacdo 6ssea em toda area do terco

médio.

Em outro estudo previamente publicado®, no qual foi comparado os efeitos do
LASER, LED, biomaterial ( 3 -tricalcio-fosfato + HA), biomaterial + laserterapia e
biomaterial + LED, o grupo biomaterial+ LASER mostrou melhores resultados,
concluindo que o uso do LASER melhorou o reparo de defeitos 6sseos preenchidos
com biomaterial. Fato observado nas figuras 5 e 9 deste presente estudo. Tanto nas
imagens microtomograficas quanto nas imagens histologicas e andlise quantitativa
das mesmas, foi observado que o LASER acelerou o processo de reparo e permitiu
uma maior neoformacdo Ossea. Quando associado com biomaterial (3-TCP) nédo
apresentou 0s resultados previstos, mostrando que o biomaterial e o LASER

possuem maior eficacia quando atuam de forma isolada.



Conclusdo
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e Tanto o LASER quanto o biomaterial mostraram melhores resultados
guando empregados de forma isolada;

e O LASER de baixa poténcia acelerou as fases iniciais do processo de
reparo alveolar, além de controlar o processo inflamatério provocado
pelo biomaterial no grupo BTFL.
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separate files. Use letters in the caption for the corresponding figure.
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that you will need to make before your paper can be reconsidered for publication. In



Pagina |67

most cases, revisions of papers with Major Revision decisions will be sent to the
original reviewers for re-review.

* Minor Revision. For this decision type, the Editor-in-Chief has minor changes that
you will need to make before your paper will be accepted for publication. In some
cases, revisions of papers with Minor Revision decisions will be sent to the original
reviewers for re-review.

* Reject. A reject decision indicates that the paper is unsuitable for publication in JOI.



Pagina |68

ANEXO D - llustragcdes das fases cirurgica e/ou laboratorial da metodologia
experimental ou algo equivalente. Outras ilustracdes, tais como: graficos,

tabelas com os dados dos trabalhos e outras informacdes que ndo fazem parte

do artigo a ser enviado para publicacao

Fotografias trans-operatério. Apds anestesia e antissepsia com lorexidina 2%, foi
feito sindesmotomia (A), luxacdo do incisivo superior direito com Hollemback (B). Em
seguida, os animais foram separados em grupos de acordo com o0s tratamentos
anteriormente descritos em “Materiais e métodos”. em (C) grupo CO- controle,
preenchimento com coagulo; em (D), grupo LS- laserterapia, onde observa-se a
ponteira do laser sobre o alvéolo (aplicagdo direta); em (E), BTF- aplicacdo de R3-
tricalcio-fosfato em pasta com granulos pequenos; em (F) observa-se o alvéolo
preenchido com o biomaterial e, em (G), grupo BTFL, no qual, ap6s preenchimento
com biomaterial, foi feito aplicacdo de laser; em (H), sintese com ponto simples.



