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RESUMO

O objetivo desse estudo foi de avaliar se a associacdo da Laserterapia em baixa
intensidade com laser infravermelho (LLLT) e das proteinas derivadas da matriz do
esmalte (EMD) melhoram o reparo de areas enxertadas com osso bovino desproteinizado
(OBD). Para esse estudo foram utilizados 24 ratos. Esses animais foram aleatoriamente
alocados 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 tipo de associacdo de tratamento aplicado nas
areas enxertadas: Grupo 1: Capsula preenchida OBD que foi associada a proteina
derivada da matriz do esmalte (EMD); Grupo 2: Céapsula preenchida OBD associado a
EMD + LLLT. Foram instalados bilateralmente no ramo da mandibula de cada animal
uma capsula de teflon em forma de domo, que foi preenchido com OBD que foi
posteriormente fixada na mandibula por meio de suturas com fio de seda 4.0 que
transpassaram a propria capsula e as perfuracdes executadas no ramo da mandibula.
Foram executadas andlises microtomograficas para avaliagio do volume do tecido
mineralizado. Foi verificado que as areas enxertadas e tratadas com EMD associado a
LLLT apresentaram maiores quantidades de tecidos mineralizados do que o grupo onde
as areas enxertadas com OBD foram tratadas apenas com EMD em ambos os periodos
experimentais. A laserterapia associado ao EMD promove maior volume de tecidos

mineralizados do que a utilizagdo isolada do EMD em areas enxertadas com OBD.

Palavras-Chave: Estudo pré-clinico; Laser de baixa intensidade; Reparo 6sseo;

Substitutos 6sseos



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether the association of low-level laser therapy
with infrared laser (LLLT) and enamel matrix-derived proteins (EMD) improves the
repair of grafted areas with deproteinized bovine bone (DBB). For this study, 24 rats were
used. These animals were randomly allocated 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 type of
treatment association applied to the grafted areas: Group 1: DBB-filled capsule that was
associated with enamel matrix-derived protein (EMD); Group 2: DBB-filled capsule
associated with EMD + LLLT. A Teflon capsule in the form of a dome was installed
bilaterally in the ramus of the mandible of each animal, which was filled with DBB that
was later fixed in the mandible by means of sutures with 4.0 silk thread that passed
through the capsule itself and the perforations performed in the ramus. of the jaw.
Microtomographic analyzes were performed to evaluate the volume of mineralized tissue.
It was verified that the areas grafted and treated with EMD associated with LLLT
presented greater amounts of mineralized tissues than the group where the areas grafted
with OBD were treated only with EMD in both experimental periods. Laser therapy
associated with EMD promotes greater volume of mineralized tissues than the use of

EMD alone in areas grafted with OBD.

Key words: Preclinical study; Low intensity laser; Bone repair; bone substitutes



INTRODUCAO

O laser de baixa intensidade ¢ conceituado como um laser que ndo causa alteracdo
morfoldgica nos tecidos, sendo utilizado em uma poténcia e em um comprimento de onda
especificos com intengdo de induzir reagdes de diferenciagdo e prolifera¢do 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 tém sido aplicados para tratamento periodontal e
peri-implantar ndo-cirurgico através da terapia fotodinamica (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 osseointegracao (Dortbudak et

al., 2002; Guzzardella et al., 2003; Pereira et al., 2009; Campanha et al., 2010).

Estudos com lasers de baixa intensidade tem avaliado o efeito da irradiacao sobre
a cicatrizacdo de fraturas Osseas e sobre a osseointegracdo de implantes de titnio
(Dortbudak et al., 2002; Guzzardella et al., 2003; Lopes et al., 2005). A irradiagdo com
os lasers de baixa intensidade tem demonstrado acelerar a consolidacao de fraturas nos
ossos longos em animais e essa consolidagdo 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 irradiacdo 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 osseointegracdo (Khadra et al., 2004;
Pereira et al., 2009; Campanha et al., 2010). Para a aplica¢do em baixa intensidade dois
grupos de lasers tém sido utilizados de acordo com o comprimento de onda: vermelho

(660nm) e 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 aceleracao da cicatrizagao

ossea (Nissan et al., 2006; Jakse et al., 2007; Freddo et al., 2009).

Outra forma de se melhorar o reparo 6sseo ¢ a utilizagdo de fatores de crescimento
(Freitas et al.,2013). As proteinas derivadas da matriz do esmalte tém sido utilizadas
tradicionalmente em Periodontia para tratamento regenerativo de defeitos intradsseos
periodontais (Ogihara & tarnow, 2014), lesdes de furca (Queiroz et al., 2016) e
recobrimento de retragcdes gengivais (Rocha dos Santos et al., 2017). Essas proteinas sao
produzidas pela bainha epitelial de Hertwig e tem fun¢do importante na formagdo do
cimento radicular durante a fase de formacgao das raizes dentarias (Rocha dos Santos et
al., 2017; Miron et al., 2017). Entretanto, recentemente tem sido proposto que essas
proteinas também podem atuar beneficiando a formagdo de tecido dsseo (Miron et al.,

2016; Miron et al., 2017).

Areas enxertadas sdo consideradas criticas em relagio a qualidade do tecido dsseo,
principalmente quando sdo enxertadas com biomateriais com propriedades bioldgicas de
formagdo 6Ossea osteocondutoras (Zinser et al., 2013). Dessa forma, a associacdo de
terapias que possam melhorar a qualidade da area enxertada podera acelerar o tratamento
de defeitos 6sseos de origem congénita ou patoldgica, e, consequentemente, reduzir o

tempo de tratamento (Corinaldesi et al., 2013).



OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi de avaliar se a associacdo da LLLT em baixa
intensidade com laser infravermelho e das proteinas derivadas da matriz do esmalte

melhoram o reparo de areas enxertadas com o0sso bovino desproteinizado.



HIPOTESE

HO Nao havera diferenca entre a aplicag@o isolada de proteinas derivadas da matriz do
esmalte ou do seu uso associado a irradiacdo com laser infravermelho sobre o reparo
0sseo em areas enxertadas com osso bovino desproteinizado.

H1 Havera diferencga entre a aplicagdo isolada de proteinas derivadas da matriz do esmalte
ou do seu uso associado a irradiacdo com laser infravermelho sobre o reparo dsseo em

areas enxertadas com o0sso bovino desproteinizado.



MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi submetido e aprovado junto ao Comité de ética de utilizagao de
animais da Universidade Federal de Uberlandia - UFU, Faculdade de Odontologia de
Uberlandia, Brasil (091/18) conforme exposto no Anexo A. Para esse estudo foram
utilizados 24 ratos (Rattus novergicus, variagdo Wistar) com 3 meses de idade, com peso
entre 250e300 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 ragdo apropriada e foram oferecidos dgua e ragdo ad libitum. Esse estudo foi
conduzido de acordo com o protocolo ARRIVE para conduta de estudos pré-clinicos.

Procedimento Cirurgico

Apo6s uma semana de aclimatagdo ao ambiente do biotério, os animais foram
anestesiados por uma combinac¢do de Quetamina com Xilazina, na proporcao de 8 mg/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
cirirgico com gaze estéril, embebida em soluc¢do de povidine, com o animal sendo entdo

posicionado em decubito dorsal sobre a mesa cirtrgica.

Incisdes horizontais foram executadas na regido inferior do ramo da mandibula e
foram descolados o tecido muscular e o peridsteo para expor a face lateral do ramo
ascendente da mandibula dos animais. Quatro perfura¢des de 0.5 mm de didmetro foram
executadas através de uma broca esférica. Essas perfuracdes foram paralelas a base da
mandibula e foram executadas a 6mm de distdncia uma da outra formando as arestas de

um quadrado. Uma cépsula de teflon customizada no formato de um domo possuindo
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diametro 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 capsulas por animal
sendo uma do lado direito e outra do lado esquerdo). Foi inserido um volume de
0.032mm* de osso bovino desproteinizado (Cerabone, Botiss, Zossen, Alemanha)
compactado dentro das capsulas, que foram posteriormente fixadas na mandibula por
meio de suturas com fio de seda 4.0 que transpassaram as proprias capsulas e as
perfuracdes executadas no ramo da mandibula. Os tecidos moles foram reposicionados
sobre as capsulas e suturados com fio vicryl 4.0. Os animais receberam no pos-operatorio
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 apds as cirurgias. A figura 1 expde o procedimento de confeccdo dos domos e o
procedimento cirurgico realizado para esse estudo.

Figura 1: A) Dispositivo criado para confec¢do dos domos utilizados nesse projeto; B)
Lamina de teflon posicionada no dispositivo para confec¢do dos domos; C) Face lateral
da regido mandibular do animal; D) Exposi¢do do ramo da mandibula; E) Perfuracio
executadas para inser¢do dos domos; F) Inicio da fixacdo dos domos; G) Insercao do

biomaterial; H) Fixacdo dos domos; I) Aspecto microtomografico do domo em posigao.
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Grupos

Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos em 2 grupos com 12
animais cada, que foram avaliados em dois periodos experimentais (30 ¢ 90 dias), com 6
animais em cada grupo e periodo experimental. Os grupos foram divididos de acordo com
o tipo de associagao de enxerto e a condicao sistémica do animal a ser avaliado: Grupo
1: Cépsula preenchida OBD associada a utilizagao de EMD; Grupo 2: Capsula preenchida
OBD associado a EMD + LLLT.
Irradiacdo com Laser de Baixa intensidade

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 execug¢do das irradiagdes. A area enxertada foi delimitada apos
as suturas do sitio cirirgico 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 irradiagdo com o laser. O
laser foi irradiado transcutaneamente por 10 segundos em cada ponto, totalizando 40
segundos de irradiagdo por sessdo. Foram executadas 7 sessdes que foram repetidas a
cada 48 horas por 12 dias ap0s 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 sessdo, e de 28J em
todo o tratamento. A densidade de energia de irradiacdo utilizada foi de aproximadamente
35,33 J/em?/ponto, 141,32 J/cm? por sessdo e 989,24 J/cm? todo tratamento.

Microtomografia (uCT)

Ap6s os periodos de 30 e 90 dias, os animais foram eutanasiados por meio de
sobredosagem anestésica. Os ramos das mandibulas foram escaneados por meio do
aparelho Skyscan (SkyScan, Kontich, Bélgica) com os seguintes parametros: Pixel da

camera: 12.45; Poténcia do tubo de raio x: 65 kVP, intensidade de raio-x: 385 pA, tempo
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de integracao: 300 ms, filtro: Al-1 mm, e tamanho do voxel: 18 pum3. 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. Um
threshold na faixa de 65-250 de tons de cinza foi utilizado para avaliar o volume de tecido

mineralizado dentro do ROL

Anadlise estatistica

Os dados numéricos desse estudo apresentaram distribuicdo de acordo com a normalidade
considerando o teste de normalidade de Kolgomorov-Smirnov. Foi utilizado o teste
paramétrico t-ndo pareado para comparagdo dos dados entre os grupos e dentro de cada
grupo variando-se os periodos experimentais. O software GraphpadPrism 8.4 (San Diego,
CA, USA) foi utilizado para a aplicados dos testes estatisticos. Todos os testes foram

aplicados com nivel de confianc¢a de 95%.
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RESULTADOS

Foi verificado que as areas enxertadas e tratadas com EMD associado a LLLT
apresentaram maiores quantidades de tecidos mineralizados do que o grupo onde as areas
enxertadas com OBD foram tratadas apenas com EMD em ambos os periodos
experimentais (p<0.05). Também foi verificado maiores valores de BV/TV% ao periodo
de 90 dias em comparagdo ao periodo de 30 dias no grupo EMD+LLLT. Os dados de
média e desvio padrao do BV/TV (%) em todos os grupos e periodos experimentais estao

expostos na tabela e grafico 1.

Tabela 1: Dados de média e desvio padrao do BV/TV (%) em todos os grupos e periodos

experimentais.
Grupo/Periodo 15 dias 90 dias
EMD 59.81 +3.28 65.69 = 8.14
EMD+LLLT 65.10 = 3.88 78.35 + 4.60

Grifico 1: Dados de média e desvio padrao do BV/TV (%) em todos os grupos e periodos
experimentais. *p<0.05 — Valores superiores ao grupo EMD no mesmo periodo

experimental, #p<0.05 — Valores superiores ao periodo de 15 dias- Teste t-ndo pareado.

100
# 3 30 days

80 E 90 days

*

60—

40

BVITV (%)

20

EMD EMD+LLLT
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DISCUSSAO

Foi verificado nesse estudo que a laserterapia com comprimento de onda
infravermelho promoveu aumento na quantidade de tecidos mineralizados em dareas
enxertadas com OBD associado a utilizagdo de EMD em relagdo a utilizag¢do isolada do
EMD. Apesar do EMD apresentar estimulos na formagdo do tecido 6sseo devido ao
potencial de diferenciag¢do celular que exerce nas células mesenquimais indiferenciadas
para que as mesmas possam se converter em osteoblastos e cementoblastos (Miron et al.,
2016), a LLLT em baixa intensidade pode ter potencializado a agdo do EMD por agir
posteriormente a diferenciacdo celular, estimulando o metabolismos das células recém-
diferenciadas e permitindo que as mesmas tenham produzido tecido ésseo e,
consequentemente, aumentado o volume dos tecidos mineralizados (Oliveira et al., 2018;

Oliveira et al., 2020).

Um fato importante para se considerar ao analisar os resultados desse estudo ¢ que
os dados apresentados foram apenas pelo método da microtomografia que ndo separa o
que seria osso neoformado dos remanescentes do tecido osseo (Oliveira et al., 2020;
Oliveira et al., 2021). Dessa forma, apesar da suposi¢do de que esse aumento de tecidos
mineralizados promovidos pelo tratamento de associagdo do EMD com a LLLT tenha
ocorrido pela maior formagao 6ssea induzido pelo tratamento e pelo fato de que o OBD
apresenta baixa taxa de remodelagdo (Jensen et al., 2006), essa hipotese necessita ser mais
bem explorada por meio de andlises histoldgicas que fornecerdo esses dados com maior
certeza. Vale salientar que as amostras desse estudo estdo em fase de andlise

histomorfométrica.

Estudos anteriores t€ém demonstrado que 4reas enxertadas com substitutos 6sseos

osteocondutores apresentam menores taxas de formacao de tecido 6sseo do que areas que
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sdao deixadas cicatrizando espontaneamente (Carmagnola et al., 2003; Antunes et al.,
2013). Além disso, a osseointegracao ocorre de forma mais pobre em areas enxertadas
com substitutos de tecido 6sseo osteocondutores (Lima et al., 2022; Quiroz et al., 2022)
o que ressalta a importancia de se utilizar produtos ou tecnologias que melhorem o perfil
de formagao Ossea nessas areas. Nesse sentido, a aplicag¢ao associada do LLLT com EMD
tem potencial de melhorar o processo de osseointegracdo, porém essa hipotese necessita

ser testada futuramente.

A terapia apresentada nesse estudo tem grande potencial para aplicagdo clinica
por ser um método menos invasivo do que a associagdo com materiais autégenos (ex:
enxerto de tecido 6sseo ou com concentrados sanguineos) bem como mais barato em
relacdo a outros fatores de crescimento (ex: BMP). Estudos clinicos futuros serdo
necessarios para melhor compreensdo da aplicabilidade desse protocolo e suas vantagens
em relagdo a utilizacdo isolada do OBD em técnicas de enxertia para posterior reabilitagdo

com implantes osseointegrados.
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CONCLUSAO

A laserterapia associada ao EMD promove maior volume de tecidos mineralizados do

que a utilizagdo isolada do EMD em éreas enxertadas com OBD.
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ANEXO A — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NA

UTILIZACAO DE ANIMALIS.

~ Comissiio de Etica na Utilizagio de Animais — \tilizag e B4 Animals

CERTIFICADO

@ | Universidade Federal de Uberlandia ! ‘

Certificamos que o projeto intitulado “Associagdo da laserterapia em baixa
intensidade e das proteinas derivadas da matriz do esmalte com biomateriais
osteocondutores: Estudo pré-clinico em ratos”, protocolo n® 091/18, sob a
responsabilidade de Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira — que
envolve a produgdo, manutencdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
(CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 23 de
novembro de 2018.

(We certify that the project entitled intitulado “Associagio da laserterapia em baixa intensidade ¢ das
proteinas derivadas da matriz do esmalte com biomatenais osteocondutores: Estudo pré-clinico em ratos™,
protocol 091/18, under the responsibility of Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira involving the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata,
for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of October th,
2008, of Decree n® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL
USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of november 23th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/02/2019 Término: 30/12/2021

Espécie/Linhagem/Grupos Taxondmicos Rato heterogénico/ Wistar

Nimero de animais 48

Peso/ldade 300g/ 18 semanas

Sexo Macho

Origem/Local Centro de Bioterismo ¢ Experimentacio Animal
(CBEA) da Universidade Federal de Uberlindia

Local onde serio mantidos os ammais: Centro de Bioterismo e Expenmentagio Animal
{CBEA) da Universidade Federal de Uberlindia

Uberliandia, 30 de novembro de 2018

)

Prof. Dr. Luicio Vilela Carneiro Girdo
Coordenador da CEUA/UFU



