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Resumo



RESUMO

O objetivo desse estudo foi de avaliar o efeito de 4 sessdes da Laserterapia em baixa
intensidade (LLLT) com a luz infravermelha no reparo 6sseo de areas enxertadas com
0sso bovino desproteinizado em mandibulas de ratos. Os 24 animais foram
selecionados aleatoriamente e divididos em 2 grupos com 12 animais cada, que foram
avaliados em dois periodos experimentais (30 e 90 dias), com 6 animais em cada grupo
e periodo experimental. Os grupos foram divididos de acordo com o a aplicacdo ou ndo
da LLLT nas areas enxertadas: CTR: Area enxertada ndo irradiada; IRL: Area
enxertada irradiada com o laser infravermelho em 4 sessdes. Foram instalados
bilateralmente no ramo da mandibula de cada animal uma cépsula de teflon em forma
de domo, que foi preenchida com osso bovino desproteinizado que foi posteriormente
fixada na mandibula por meio de suturas com fio de seda 4.0 que transpassaram a
propria capsula e as perfuragdes executadas no ramo da mandibula e que posteriormente
foram submetidos ou nao ao tratamento com o LLLT. Foi executado avaliacdo do
volume de tecido mineralizado na area enxertada por meio de analise microtomografica.
Foi verificado um maior volume de tecidos mineralizados em éreas tratadas com LLLT
em relagdo as dreas enxertadas que ndo foram irradiadas. Pode-se concluir que a
aplicagcdo da LLLT com luz infra-vermelha em 4 sessdes promoveu maior volume de
tecidos minerazliados em areas enxertadas com osso bovino desproteinizado.

Palavras-chaves: Enxerto 0sseo, laser, 0sso



Abstract



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of 4 sessions of low intensity laser
therapy (LLLT) with infrared light on the bone repair of areas grafted with
deproteinized bovine bone in rat mandibles. The 24 animals were randomly selected and
divided into 2 groups with 12 animals each, which were evaluated in two experimental
periods (30 and 90 days), with 6 animals in each group and experimental period. The
groups were divided according to the application or not of the LLLT in the grafted
areas: CTR: Non-irradiated grafted area; IRL: Grafted area irradiated with infrared laser
in 4 sessions. A dome-shaped teflon capsule was bilaterally installed in the mandible
branch of each animal, which was filled with deproteinized bovine bone. The dome-
shaped teflon capsule was fixed to the mandible by means of sutures with 4.0 silk thread
that passed through the capsule itself and the perforations performed in the bone tissue.
The evaluation of the volume of mineralized tissue in the grafted area was carried out
by means of microtomographic analysis. A greater volume of mineralized tissues was
noted in areas treated with LLLT in relation to the grafted areas that were not irradiated.
It can be concluded that the application of LLLT with infrared light in 4 sessions
promoted a greater volume of mineralized tissues in areas grafted with deproteinized
bovine bone.

Key-word: Bone, bone graft, laser
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INTRODUCAO

O laser de baixa intensidade ¢ conceituado como um laser que ndo causa
alteracdo morfologica nos tecidos, sendo utilizado em uma poténcia € em um
comprimento de onda especificos com intengdo de induzir reagdes de diferenciagdo e
proliferacdo celular, bem como aumentar a sintese de matriz de células de diferentes
tipos de tecidos conjuntivos, assim como acelerar o metabolismo em células
musculares, nervosas e epiteliais (Nissan et al., 2006; Kim et al., 2007; Park et al.,
2012). Na odontologia, os lasers tém sido utilizados em praticamente todas suas areas
de conhecimento. Especificamente em periodontia e implantodontia os lasers tem sido
aplicados para tratamento periodontal e peri-implantar ndo-cirargico através da terapia
fotodindmica (Takasaki et al., 2009), para aceleragdo da cicatrizagdo de tecidos moles e
duros (Lopes et al., 2005; AboElsaad et al., 2009; Cunha et al., 2009 Park et al., 2012) e
aceleragdo da osseointegragdo (Dortbudak et al., 2002; Guzzardella et al., 2003; Pereira
et al., 2009; Campanha et al., 2010).

Uma revisdo de literatura sobre aplicagdo da terapia fotodindmica no tratamento
periodontal ndo-cirirgico descreveu que a terapia fotodindmica promove melhoras
adicionais nos parametros periodontais tanto em periodontite cronica como agressiva
quanto aplicados associados a raspagem (Takasaki et al., 2009). Justifica-se esses
resultados devido a propriedades antimicrobianas com a fotoativagdo promovida pelo
laser sobre o agente fotossensibilizador induzindo a formagdo de espécimes reativos de
oxigénio (Takasaki et al., 2009), entretanto os efeitos bioestimulatorios da irradiacdo de
baixa intensidade também podem ter de induzir uma aceleracdo da cicatriza¢do
periodontal (Oliveira et al., 2009).

Estudos com lasers de baixa intensidade tem avaliado o efeito da irradiacdo

sobre a cicatrizagdo de fraturas dsseas e sobre a osseointegracdo de implantes de titdnio



(Dortbudak et al., 2002; Guzzardella et al., 2003; Lopes et al., 2005). A irradiagdo com
os lasers de baixa intensidade tem demonstrado acelerar a consolidagdo de fraturas nos
0ssos longos em animais e essa consolidacdo apresenta maior resisténcia a fraturas ao
serem submetidas a andlise biomecanica (Lirani-Galvao et al., 2006; Favaro-Pipi et
al.,2010; Oliveira et al., 2011). Também foi verificado que a irradiacao a cada 48 horas
entre 10-14 dias aumenta a contato do osso do hospedeiro com os implantes e o torque
de remocdo dos mesmos, e dessa forma acelera a osseointegragdo (Khadra et al., 2004;
Pereira et al., 2009; Campanha et al., 2010).

Para a aplicagdo em baixa intensidade dois grupos de lasers tem sido utilizados
de acordo com o comprimento de luz: vermelho (660nm) ¢ infravermelho (830nm)
(Cunha et al., 2009; Freddo et al., 2009). Entretanto os lasers com comprimento de onda
dentro da faixa da luz infravermelha apresentam maior penetrabilidade dentro dos
tecidos e por isso sdo preferiveis na aceleracdo da cicatrizacdo 6ssea (Nissan et al.,
2006; Jakse et al., 2007; Freddo et al., 2009), porém o seu protocolo de irradia¢do
requer 7 sessoes de irradiagdo, o que pode ser clinicamente invidvel. Nesse contexto,
aplicagdes unicas do laser vermelho também tém demonstrado serem efetivos no
processo de regeneragdo Ossea em estudos pré-clinicos em animais imunosuprimidos
(Garcia et al., 2014; Garcia et al., 2018), com a vantagem de que apenas uma aplicacao
trans-cirurgica ja ¢ efetiva na promocdo de efeitos benéficos na cicatrizagdo Ossea
(Garcia et al., 2014; Garcia et al., 2018). Dessa forma, existe a duvida se realmente 7
sessOes de laserterapia com comprimento de onda infravermelho € necessdria para
melhorar o padrdo de formacgdo Ossea em areas enxertadas com substitutos Osseos

osteocondutores.
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OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi de avaliar o efeito da LLLT com o laser infra-
vermelho em 4 sessdes sobre o reparo Osseo em areas enxertadas com 0sso bovino

desproteinizado por meio de andlise microtomografica.
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HIPOTESE

HO- O laser de baixa intensidade com luz infra-vermelha aplicado em 4 sessdo ndo ird
beneficiar o reparo 6sseo em areas enxertadas com osso bovino desproteinizado.
H1- O laser de baixa intensidade com luz infra-vermelha aplicado em 4 sessdo ird

beneficiar o reparo 6sseo em dareas enxertadas com osso bovino desproteinizado.
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MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi aprovado junto ao Comité de ética de utilizagdo de animais da
Universidade Federal de Uberlandia - UFU, Faculdade de Odontologia de Uberlandia,
Brasil (091/18). Para esse estudo foram utilizados 24 ratos (Rattus novergicus, variagao
Wistar) com 3 meses de idade, com peso entre 250-300 g que foram mantidos em um
ambiente com temperatura (21+1°C), humidade (65-70%), e ciclos de luz (12 horas)
controlado. Os animais foram alimentados com rag¢ao apropriada e foi oferecido agua e
racdo ad libitum. Esse estudo foi conduzido de acordo com o protocolo ARRIVE para
conduta de estudos pré-clinicos.

Procedimento Cirurgico

Apds uma semana de aclimatacdo ao ambiente do biotério, os animais foram
anestesiados por uma combina¢do de Quetamina com Xilazina, na propor¢do de
8mg/Kg de massa corporal (Cloridrato de Quetamina — Francotar — Virbac do Brasil
Ind. Com. Ltda.) e 4mg/KG massa corporal (Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% -
Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda.), respectivamente. Posteriormente, os animais foram
submetidos a tricotomia na regido massetérica e submandibular e foi realizada
antissepsia do campo cirlirgico com gaze estéril, embebida em solu¢do de povidine, com
o animal sendo entdo posicionado em decubito dorsal sobre a mesa cirtirgica.

Incisdes horizontais foram executadas na regido inferior do ramo da mandibula e
sera descolado o tecido muscular e o peridsteo para expor a face lateral do ramo
ascendente da mandibula dos animais. Quatro perfuragdes de 0.5mm de didmetro foram
executas através de uma broca esférica. Essas perfuragdes foram paralelas a base da
mandibula e foram executadas a 6mm de distdncia uma da outra formando as arestas de
um quadrado. Uma capsula de teflon customizada no formato de um domo possuindo

didmetro externo de Smm, altura de 2.5mm e colar periférico de 1mm foi inserida com



sua por¢ao aberta de encontro a face lateral da mandibula (Duas cépsulas por animal
sendo uma do lado direito e outra do lado esquerdo). Foi inserido um volume de
0.032mm3 de osso bovino desproteinizado (Cerabone, Botiss, Zossen, Alemanha)
compactado dentro das capsulas, que foi posteriormente fixada na mandibula por meio
de suturas com fio de seda 4.0 que transpassaram a propria capsula e as perfuragdes
executadas no ramo da mandibula (Figura 1). Os tecidos moles foram reposicionados
sobre a capsula e suturado com fio vicryl 4.0. Os animais receberam poOs-
operatoriamente uma dose intramuscular de pentabiotico (0.1 ml / kg) e de dipirona (0.1
ml / kg) Os animais foram sacrificados por meio de sobredosagem anestésica nos

periodos de 30 e 90 dias apos as cirurgias.

Figura 1: Condigdo cirtrgica ap6s a instalagdo do domo de teflon preenchido com o

biomaterial e adaptado a face lateral do ramo da mandibula do rato.

Grupos



Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em 2 grupos com 12
animais cada, que serao avaliados em dois periodos experimentais (30 e 90 dias), com 6
animais em cada grupo e periodo experimental. Os grupos foram divididos de acordo
com o protocolo de LLLT utilizado para irradiar a area enxertada: CTR: Area enxertada

ndo irradiada; IRL: Area enxertada irradiada com o infra-vermelho (Figura 2).

Figura 2: Esquema da distribuicao dos animais entre os diferentes grupos e periodos

experimentais.

T W T e

Irradiagdo com Laser de Baixa intensidade infra-vermelho

O laser de GaAlAs (TheraLase, A 808nm, 100 mW, ¢ ~0.600um, divergéncia da
ponta = 0.37rad, CW, area do spot de 0,0283 cm2, DMC Equipamentos, Sao Carlos, SP,
Brazil) foi utilizado para execuc¢do das irradiagdes. A area enxertada foi delimitada apos
as suturas do sitio cirargico com auxilio de uma caneta marcadora de tecido. Foram
marcados 4 pontos equidistantes 3 mm de tal forma que englobasse toda a area que foi
irradiada, sendo que esses pontos serviram como guia para irradiagcdo com o laser. O
laser foi irradiado transcutaneamente por 10 segundos em cada ponto, totalizando 40

segundos de irradiagdo por sessdo. Foram executadas 4 sessdoes que foram repetidas a



cada 48 horas por 12 dias apds as cirurgias (Oliveira et al., 2018). A energia aplicada
em cada ponto foi de 1 J por ponto, o que totalizou um total de 4 J por sessao, e de 16J
em todo o tratamento. A densidade de energia de irradiacdo utilizada foi de
aproximadamente 35,33 J/cm2/ponto, 141,32 J/cm2 por sessdo e 565.28 J/cm2 todo
tratamento.

Microtomografia (uCT)

Apo6s os periodos de 30 e 90 dias, os animais foram eutanasiados por meio de
sobredosagem anestésica (Figura 3). Os ramos das mandibulas foram escaneados com
por meio do aparelho Skyscan (SkyScan, Kontich, Bélgica) com os seguintes
parametros: Pixel da camera: 12.45; Potencia do tubo de raio x: 65 kVP, x-ray intensity:
385 nA, tempo de integragao: 300 ms, filtro: Al-1 mm, e tamanho do voxel: 18 pm3. As
imagens geradas foram posteriormente reconstruidas, reorientadas espacialmente e
analisadas por softwares especificos (NRecon/DataViewer/CTan, Skyscan, Aartselaar,
Belgium). O volume de tecidos mineralizados foi avaliado dentro de uma regido de
interesse (ROI) que englobou todo tecido entre o domo e a face lateral do ramo da
mandibula (BV/TV%). Um threshold na faixa de 65-250 de tons de cinza foi utilizado

para avaliar o volume de tecido mineralizado dentro da ROL.

Figura 3: Fluxograma do estudo.



LV - 4 sessiies™

I *4 J a cada sesséo com intervalo de 48 horas entre as mesmas

Baseline 7 dias 30 dias 90 dias

Eutanasia Eutandsia
Procedimento Cirdrgico  Andlise Microtomografica Andlise Microtomografica

Andlise estatistica

Os dados numéricos desse estudo se distribuiram de acordo com a normalidade
tal como determinado pelo teste de normalidade de Kolgomorov-Smirnov. A
comparagao entre os grupos e periodos de acompanhamento foi executado por meio do
teste paramétrico t-ndo pareado. O software Graphpad Prism 5.0 (San Diego, CA, USA)
foi utilizado para a aplicagdo dos testes estatisticos. Todos os testes foram aplicados

com nivel de confianca de 95%.



Resultados



RESULTADOS

Foi verificado que houve um maior quantidade de tecidos mineralizados no grupo que
foi submetido a irradiagdo com laser infra-vermelho em 4 sesdes (64.60 = 8.31 %)
comparado ao grupo que ndo foi submetido a irradiacdo (52.28 + 7.81 %) no periodo de
90 dias (p<0.05). A figura 4 expoe o grafico que demonstra a média e desvio padrao dos
dados de BV/TV% em todos os grupos e a imagem representativa de todos os grupos

geradas pela anélise microtomografica.

Figura 4: Imagens representativas de todos os grupos geradas pela andlise
microtomografica. Grafico que demonstra a média e desvio padrdo dos dados de

BV/TV% * teste t-ndo pareado (p<0.05).
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DISCUSSAO

Areas enxertadas com substitutos Osseos osteocondutores apresentam
inferioridade biologica em relagdo a areas enxertadas com osso autdogeno ou cicatrizadas
espontaneamente (Araujo et al., 2009; Antunes et al., 2013). Apesar desse fato, a
utilizacdo de osso autdogeno nem sempre ¢ possivel em todos os casos e a manutencao
volumétrica associada com a formagdao Ossea pela manuntencdo do coagulo estd
relacionada a grandes reducdes volumétricas da area previamente ocupada por tecido
0sseo ou pelo dente (Antunes et al., 2013). Dessa forma, terapias que visam melhorar o
padrao de formagdao Ossea de areas enxertadas com biomateriais osteocondutores
mantendo o seu volume sdo necessarioas para melhorar a previsibilidade da técnicas de
regeneragdo Ossea guiada (Oliveira et al., 2018; de Carvalho Silva Leocadio et al.,
2021).

Foi observado nesse estudo um aumento no volume de tecidos mineralizados nas
areas enxertadas com o0sso bovino desproteinizado irradiadas com o laser infra-
vermelho. Apesar da analise da composicdo da area enxertada ndo ter sido executada até
o0 momento, ¢ provavel que esse aumento de tecidos mineralizados esteja relacionado a
maior formacdo de tecido Osseo induzido pela laserterapia pois o 0sso bonivo
depsroteinizado é um biomaterial qua apresenta baixas taxas de remodelagao (Araujo et
al., 2015; Pignaton et al., 2020). Esses achados corroboram com estudos anteriores que
demosntram que a laserterapia em baixa intensidade aumenta quantidade de tecidos
mineralizados em areas enxertadas com osso bovino desproteinizado € cm a ceramica
bifasica (Oliveira et al., 2018), o que consequentemente pode estar associado a melhora
no padrao de osseointegracdo em areas enxertadas previamente irradiadas (Oliveira et

al., 2020).



A novidade desse estudo ¢ que os resultados de aumento de volume de tecidos
mineralizados foram obtidos com um niimero de sessdes menor do que € normalmente
preconizado em relacdo aos protolos de irradiagdo com o laser com luz infra-vermelha
(Gerbi et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Apesar do bom poder de penetrabilidade desse
laser, a luz infra-vermelha tem um poder de absor¢do tecidual menor que a luz
vermelha, o que influencia na maior quantidade de sessdes de irradiagdo para o laser
infra-vermelho (7 sessdes) possa induzir respostas significativas na formacdo Ossea
(Freddo et al., 2009; Gerbi et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Caso o laser infra-
vermelho realmente produza respostas semelhantes com menores nimeros de sessoes, a
adesdo dos pacientes ao tratamento pode ser melhor j4 que maiores quantidades de
visitas ao dentista pode desistimular a ida dos pacientes aos consultorios para serem
submetidos as sessoes de laserterapia.

Os beneficios do laser de baixa poténcia na cicatrizagdo de feridas sdo
explicados ao se considerar varios mecanismos biolodgicos basicos, inclusive a indugdo
de expressdo de citocinas e fatores de crescimento, que sdo responsaveis por muitas
fases da cicatrizacdo (Metin et al., 2018). O laser de baixa intensidade aumenta a
expressao de fatores de crescimento, como TGF-f3, que, por sua vez, induz deposi¢ao de
matriz extracelular (Oliveira et al., 2017); incrementa proliferagao celular no local da
lesdo (Oliveira et al., 2020); aumenta quantidade de vasos sanguineos e promove
cicatrizagdo mais organizada (Metin et al., 2018). Também foi relatado que a terapia
com laser de baixa intensidade aumenta a atividade dos osteoblastos e osteoclastos,
estimula a producdo da matriz 6ssea na formagao de calos 6sseos e também acelera a
dinamica da matriz dssea, modificando a expressdo dos componentes da matriz
extracelular e aumentando a area de neoformagdo 6ssea, o que reduz o tempo necessario

para o reparo 6sseo (Metin et al., 2018; Oliveira et al., 2018).
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CONCLUSAO

A aplicacdo da LLLT com luz infra-vermelha em 4 sessdes promoveu maior

volume de tecidos minerazliados em areas enxertadas com osso bovino desproteinizado.
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ANEXO: Certificado do CEUA/UFU

| Universidade Federal de Uberlindia Q
~ Comissiio de Efica na Utilizacio de Asimais - ==
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Certificamos que o projeto intitulado “Associscéo da laserterspia em baixs
intensidade e das proteinas derivedas ds matriz do esmalte com biomsternais
osteoccondutores: Estudo pré-clinicc em rstos”, protocolo n® 001/18, sob &
responsabilidsde de Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira - que
envolve 8 produgio, manutencéo eou utilizago de snimsis pertencentes so
filo Chordata, subfilo Vertebrata, pars fins de pesquiss cientifica - encontre-se
de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.704. de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.800, de 15 de julho de 2000. e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle ds Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAC DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
(CEUA) ds UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA. em reunido 23 de

novembro de 2018.
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