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RESUMO

Objetivo: Comparar o efeito de diferentes nimeros de sessoes de irradiagdo do laser de baixa
intensidade (PBMT) com luz infravermelha sobre o reparo em areas enxertadas com 0sso

bovino desproteinizado (OBD).

Materiais e métodos: Foram utilizados 36 ratos, divididos em 3 grupos de 12 animais cada.
O agrupamento foi de acordo com protocolo de fotobiomodulacdo (PBMT) com laser
infravermelho que foi aplicado na éarea enxertada: CTR: drea enxertada ndo irradiada; IRL4:
area enxertada irradiada com o laser infravermelho em 4 sessdes; IRL7: area enxertada irradiada
com o laser infravermelho em 7 sessdes. O procedimento cirtirgico para insercao de cépsulas
contendo osso bovino desproteinizado e aplicacao do laser foi realizado bilateralmente na face
lateral da mandibula e apds o periodo de 30 e 90 dias, os animais foram eutanasiados por
sobredosagem anestésica, sendo que os ramos da mandibula foram removidos para avaliagdo
microtomografica, para avaliacdo do volume de tecidos mineralizados; e por histomorfometria
para determinacao da porcentagem de osso e biomaterial no espacgo entre o domo e a face lateral

do ramo da mandibula.

Resultados: A aplicagdo da PBMT alterou o volume, a microestrutura do tecido enxertado e
melhorou o reparo tecidual das areas enxertadas, independentemente da quantidade de sessoes

de irradiagdo.

Conclusiao: A PBMT melhora o reparo tecidual em areas enxertadas tanto em 4 como em 7
sessoes. Entretanto, a aplicagdo da PBMT em 7 sessdes ¢ mais benéfica na formagao dssea em

comparagao as areas enxertadas nao irradiadas.

Palavras-chave: estudo pré-clinico; laserterapia; reparo 0sseo; substitutos 0sseos;

fotobiomodulagao.



ABSTRACT

Objective: To compare the effect of different numbers of sessions of photobiomodulation
(PBMT) with infrared light on the repair in grafted areas with deproteinized bovine bone
(DBB).

Materials and methods: 36 rats were used, divided into 3 groups of 12 animals each. The
grouping follows the photobiomodulation protocol (PBMT) with infrared laser to be applied to
the grafted area: CTR: non-irradiated grafted area; IRL4: grafted area irradiated with infrared
laser in 4 sessions; IRL7: grafted area irradiated with infrared laser in 7 sessions. The surgical
procedure to insert capsules containing deproteinized bovine bone and laser application was
performed bilaterally on the lateral face of the mandible and after a period of 30 and 90 days,
the animals were euthanized by anesthetic overdose, and the branches of the mandible were
removed to microtomographic evaluation, to evaluate the volume of mineralized tissues;
histomorphometric, to determine the percentage of bone and biomaterial in the space between
the dome and the lateral face of the mandibular ramus; and immunohistochemistry to detect
bone morphogenetic protein (BMP-2), osteocalcin (OCN), alkaline phosphatase (ALP) and
tartar-resistant acid phosphatase (TRAP).

Results: The application of PBMT altered the volume, the microstructure of the grafted tissue
and improved the tissue repair of the grafted areas, regardless of the number of irradiation

sessions.

Conclusion: The PBMT improves tissue repair in grafted areas in both 4 and 7 sessions.
However, the application of PBMT in 7 sessions is more beneficial in bone formation when

compared to non-irradiated grafted areas.

Key words: preclinical study; laser therapy; bone repair; bone substitutes; photobiomodulation.
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INTRODUCAO

O tratamento de edentulismo parcial ou total tem tido como principal indicagdo
terapéutica a utilizagdo de proteses implanto suportadas, devido a sua melhor retengdo e
estabilidade (SLAGTER ET AL., 2021; GUIDA ET AL., 2020). Em uma reabilitagdao
utilizando implantes dentarios, ¢ necessaria, dentre outros fatores, uma osseointegracao bem
sucedida. Para tanto, o volume dsseo e o contato do osso com a superficie do implante devem
ser adequados (GULINELLI ET AL., 2017; CHAVDA; LEVIN, 2018). Porém, com a perda
do elemento dentario, o osso alveolar adjacente sofre um processo de remodelacao dssea, por
meio da reabsorcao e deposicao de matriz, durante o periodo de cicatrizacdo da area injuriada;
isso pode levar, em algumas situagdes, a formacdes de defeitos 6sseos (SBORDONE ET AL.,
2016). Assim, para que se obtenha um volume 6sseo adequado a instalagdo de implantes, ou
ainda, com o objetivo de neutralizar a reabsor¢ao 6ssea apos uma extragdo, tém sido aplicadas

técnicas de regeneragdo Ossea guiada associadas a utilizacao de substitutos de tecido 6sseo.

O enxerto de osso autdgeno ¢ considerado o substituto de tecido 6sseo padrao ouro
devido as suas propriedades bioldgicas de formacao dssea por osteocondugdo, osteoinducao e
osteogénese, bem como por também por ser capaz de apresentar uma reabsor¢ao gradual e ser
substituido por tecido dsseo neoformado de alta qualidade (SPIN-NETO ET AL., 2015).
Entretanto, existem circunstancias que inviabilizam a utilizacdo do osso autéogeno em todos
os casos, dados os riscos de morbidade do leito doador, a limitada disponibilidade
volumétrica, a necessidade de um local cirargico adicional e um tempo maior de cirurgia
(STARCH-JENSEN ET AL., 2020). Entdo, como uma alternativa para essa limitacdo, tém
sido utilizados substitutos Osseos, de origens distintas dos enxertos autogenos, que
apresentam propriedades de osteoconducao e que oferecem um aumento da disponibilidade
Ossea sem a necessidade de captacdo de material de uma regido doadora (MEIJNDERT ET
AL., 2005; PIGNATON ET AL., 2019). O osso bovino desproteinizado (OBD) se destaca
dentre os materiais substitutos 6sseos alternativos ao enxerto de osso autdgeno, por apresentar
bom potencial osteocondutor e por demonstrar resultados consistentes em diferentes
aplicagdes clinicas, tais como: em cirurgias de levantamento de seio maxilar (PIGNATON
ET AL., 2019), manutencao de alvéolos pos-extragdo (SBORDONE ET AL., 2016) e
regeneragdo Ossea guiada para aumento 6sseo horizontal (URBAN ET AL., 2013) ou vertical
(URBAN ET AL., 2017). Entretanto, o OBD apresenta limitagdes biologicas que reduzem a
remodelagdo e formacao dssea nas areas enxertadas (SCHMITT ET AL., 2013), que podem



resultar em maior tempo de espera para instalagdo de implantes (JENSEN ET AL., 2013), e
redu¢do do grau de osseointegracdo (QUIROZ ET AL., 2022).

Tratamentos adjuntos tém sido propostos para associacdo de técnicas de enxertia com
substitutos 6sseos osteocondutores visando a aceleragao do reparo 6sseo nessas areas (HUH ET
AL., 2015). A associagdo com enxerto de osso autdogeno ou fatores de crescimento
osteoindutores tem demonstrado melhor a formagdao Ossea em areas enxertadas com OBD
(JENSEN ET AL., 2013). Entretanto, o custo beneficio e a morbidade do leito doador sdo
fatores limitadores na aplicagdo dessas terapias em todos os casos (KIM ET AL., 2017,
JENSEN ET AL., 2013). A fotobiomodulagdo (PBMT) também tem sido proposta em terapias
que visam o reparo do tecido 6sseo (DE MIRANDA ET AL., 2019; DE OLIVEIRA ET AL.,
2018). A aplicagdo da PBMT com luz infravermelha (IRL) vem demostrando acelerar o
processo de reparo 6sseo em fraturas (GABBAI ET AL., 2018), defeitos osseos (DE
MIRANDA ET AL., 2019) e em areas enxertadas (DE OLIVEIRA ET AL., 2018). Estudos
pré-clinicos demonstraram que a aplicacdo de PBMT com IRL por 7 sessdo a cada 48 horas
aumentaram a formagao dssea (DE OLIVEIRA ET AL., 2018) e a osseointegragdo em areas
enxertadas com OBD e com a cerdmica bifésica a base de Hidroxiapatita e B-Tricalcio Fosfato
(DE OLIVEIRA ET AL., 2020; DE OLIVEIRA ET AL., 2021). Entretanto, a quantidade de
sessdes que supostamente sdo necessarias para obtencao de algum efeito da PBMT em areas

enxertadas pode ser um fator clinico limitador para adesdo do paciente a essa terapia.

Em outro estudo pré-clinico, foi observado um efeito positivo da PBMT com luz IRL
em areas enxertadas com 0sso autdogeno, em um nimero reduzido de sessdes (JAKSE ET AL.,
2007). Diante dessa perspectiva, o objetivo desse estudo foi de avaliar o efeito de diferentes
quantidades de sessdes de PBMT com IRL sobre o reparo 6sseo em mandibulas de ratos
enxertadas com osso bovino desproteinizado. A hipotese nula desse estudo ¢ que a PBMT com
IRL ndo influencia no processo de reparo 6sseo em areas enxertadas independentemente da

quantidade de sessdes aplicadas.
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MATERIAIS E METODOS

Esse estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Utilizagdo de Animais
da Universidade Federal de Uberlandia - UFU, Faculdade de Odontologia de Uberlandia, Brasil
(CEUA 035-20). Foram utilizados 36 ratos da espécie Rattus novergicus, variagao Wistar, com
peso de 250 a 300g, 3 meses de idade, tendo sido mantidos em ambiente com humidade (65-
70%), temperatura (21+1°C), e ciclos de luz (12 horas) controlados. Os animais foram
alimentados com 4gua e ragdo apropriada ad libitum. O estudo seguiu o protocolo ARRIVE

para conducao de estudos pré-clinicos.
Procedimento Cirurgico

Depois que os animais foram aclimatados ao biotério por uma semana, iniciaram-se 0s
procedimentos cirurgicos, onde, para isso, estes animais foram anestesiados por uma
combinagdo dos anestésicos de Quetamina com Xilazina, utilizando a propor¢ao de 80mg/Kg
de massa corporal de Cloridrato de Quetamina (Cloridrato de Quetamina 50mg/ml) e 10mg/Kg
de massa corporal Cloridrato de Xilazina (Cloridrato de Xilazina- 20mg/ml) respectivamente.
Na sequéncia, foi feita a tricotomia dos animais na regido submandibular e massetérica, seguida
da antissepsia do campo cirargico com gaze estéril, embebida em solucdo de povidine. Os

animais operados foram colocados na posi¢ao de decubito dorsal em mesa cirargica.

Em seguida, foram feitas incisdes horizontais na regido inferior do ramo da mandibula,
diérese do tecido muscular e do periosteo, a fim de expor a face lateral do ramo ascendente da
mandibula dos animais. Utilizando uma broca esférica, foram realizadas quatro perfuragdes
paralelas a base da mandibula com 0.5mm de didmetro e a 6mm de distancia uma da outra,
formando as arestas de um quadrado. Previamente a cirurgia, foi customizada uma capsula de
teflon no formato de um domo, com medidas de 5Smm do didmetro externo, 2.5mm de altura e
um colar periférico de Imm. Essa cépsula foi inserida na regido cirurgica com a sua por¢ao
aberta indo ao encontro da face lateral da mandibula; uma cépsula para cada antimero do animal
(esquerdo e direito), totalizando duas capsulas por animal. Depois, foi inserido um volume de
0.032mm? de o0sso bovino desproteinizado (Cerabone®, Botiss, Zossen, Alemanha) que ficou
compactado dentro das capsulas de teflon, sendo estas, posteriormente, suturadas na mandibula
utilizando o fio de seda 4.0, de maneira que estas suturas transpassassem a propria capsula e as
perfuragdes que foram realizadas na face lateral do ramo da mandibula; os tecidos moles foram
reposicionados sobre a capsula e suturados com fio vicryl 4.0. No pds-operatorio, os animais

receberam uma dose intramuscular de pentabiotico (0,8 ml/kg) e 3 doses de cetoprofeno 1%



11

aplicados a cada 24 horas (1 mg/kg). Os animais foram eutanasiados por sobredosagem

anestésica nos periodos experimentais de 30 e 90 dias ap6s as cirurgias.

Figura 1: Imagens do procedimento cirurgico realizado no estudo. Exposi¢ao do tecido 6sseo
do ramo mandibular; perfuragdes para insercao da capsula teflon em forma de cupula; inser¢ao
do biomaterial na a ctpula; fixagdo da capsula teflon em forma de cupula associada a regiao

lateral do ramo da mandibula.

Grupos

Os animais foram selecionados randomicamente e divididos em 3 grupos com 12
animais cada um. Cada um desses grupos foi dividido e avaliado em dois periodos
experimentais diferentes: 30 e 90 dias. Portanto, totalizam 6 animais em cada grupo e periodo
experimental. Os grupos foram divididos de acordo com o protocolo de PBMT utilizado para
irradiar a area enxertada, sendo: o grupo CTR, onde a area enxertada ndo foi irradiada; o grupo
IRL4, onde a 4rea enxertada foi irradiada com o laser infravermelho em 4 sessdes; € 0 grupo

IRL7, onde a area enxertada foi irradiada com o laser infravermelho em 7 sessoes.
Irradiacdo com Laser de Baixa Intensidade Infravermelho

Para executar as irradiacdes, foi utilizado o laser de GaAlAs (Therapy EC, A 808nm,
100 mW, ¢ ~0.600um, divergéncia da ponta = 0.37rad, CW, area do spot de 0,0283 cm2, DMC

Equipamentos, Sao Carlos, SP, Brasil). Para tal, a 4rea enxertada foi delimitada com uma caneta



12

marcadora de tecido, logo ap6s as suturas da regido cirdrgica. Foram marcados 4 pontos com a
equidistancia de 3mm que serviram como um guia para o laser, de maneira a englobar toda a
area irradiada. O laser foi irradiado transcutaneamente por 10 segundos em cada ponto, gerando
um total de 40 segundos de irradiacdo por sessdo. Foram executadas 4 ou 7 sessdes, em seus
respectivos grupos, que foram repetidas a cada 48 horas por 6 (Grupo IRL4) ou 13 dias (Grupo
IRL7) apos as cirurgias (Jakse et al., 2007; Oliveira et al., 2018). Foi aplicado 1J de energia por
ponto, totalizando 4J de energia por sessdo e 16 J em todo tratamento do grupo IRL4 e 28] em
todo o tratamento do grupo ILR7. A densidade de energia utilizada foi de aproximadamente,
35,33 J/em?/ponto, 141,32 J/cm? por sessdo; sendo assim, o grupo IRL4 utilizou um total de
485,28 J/cm? de energia em todo o tratamento, enquanto que no grupo IRL7 aplicou um total

de 989,24 J/cm? de energia em todo o tratamento.

Microtomografia (uCT)

Depois dos periodos de 30 e 90 dias, os animais foram eutanasiados administrando uma
injecdo intraperitoneal de 150mg/kg de Tiopental associado a Lidocaina 10mg/kg. Para o
escaneamento das amostras dos ramos de mandibula, foi utilizado o aparelho Skyscan
(SkyScan, Kontich, Bélgica) com os seguintes parametros de: pixel da cdmera: 12.45; poténcia
do tubo de raio x: 65 kVP, x-ray intensity: 385 pA, tempo de integracdo: 300 ms, filtro: Al-1
mm, e tamanho do voxel: 18 um3. As imagens formadas foram posteriormente reconstruidas,
reorientadas  espacialmente e analisadas por meio de softwares especificos
(NRecon/DataViewer/CTan, Skyscan, Aartselaar, Belgium). O volume de tecidos
mineralizados foi analisado dentro de uma regido de interesse (ROI), cuja area de interesse
envolveu todo o tecido formado entre a capsula e a face lateral do ramo da mandibula. Foi
utilizado um threshold na faixa de 65-250 de tons de cinza para avaliar o volume de tecido
mineralizado dentro da ROI. Também foram avaliados os seguintes padrdoes de microestrutura
do tecido formado: Espessura das trabéculas (Tb.Th), nimero de trabéculas (Tb.N) e espaco

entre as trabéculas (Tb.Sp).

Andlise histomorfométrica

Depois de ter sido feita a andlise por pCT, as amostras foram descalcificadas em EDTA
7% e submetidas ao processamento laboratorial para serem incluidas em parafina. As amostras
foram seccionadas em sua regido central e inclusas no plano transversal. Foram realizados, em
seguida, cortes seriados com espessura de Spum obtendo 3 laminas com 3 cortes cada, que foram

coradas em hematoxilina-eosina (HE). Foram escolhidos 3 cortes com 20 um de equidistancia,
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sendo o primeiro selecionado de maneira randomica. As imagens histoldgicas foram capturadas
utilizando um scanner de laminas histologicas (Scanscope AT, Aperio Technologies, Inc.
Irvine, CA, EUA), com aumento de 200x. As mensuragdes histomorfométricas foram realizadas
por meio de um software analisador de imagens (Scanscope AT Image Scope, Aperio
Technologies, Inc. Irvine, CA, EAU). Foi determinada a porcentagem de osso ¢ de biomaterial

no espago entre o domo e a face lateral do ramo da mandibula.

Tamanho da amostra

O célculo de amostra foi executado tendo como base a andlise histomorfométrica que
verifica a quantidade de tecido 6sseo formado na ROI, varidvel primaria desse estudo. Para
tanto, foram utilizados os dados histomorfométricos do estudo de Oliveira et al. 2018, que
utilizou um modelo experimental semelhante ao que foi proposto nesse estudo e avaliou o efeito
da PBMT com laser infravermelho sobre a integracdo de biomateriais osteocondutores. Foi
verificado nesse estudo que a diferenca entre as médias de porcentagem de osso neoformado na
area enxertadas com 0sso bovino desproteinizado entre os grupos controle e PBMT foi de 13.80,
com desvio padrao médio de 5.65. Ao se fixar o poder B do estudo de 0.85 e o poder a de 0.05
foi determinado que o tamanho minimo de amostra deveria ser de 6 animais por grupo e periodo

experimental.

Anadlise estatistica

O software Graphpad Prism 8.0 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para analise
estatistica desse estudo. Os dados numéricos desse estudo foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolgomorov-Smirnov e se comportaram de acordo com o teorema da
distribuicao normal. Devido a isso, foi aplicado o teste Two-way ANOVA, complementado
pelo teste de Tukey para analise inferencial dos dados levando-se em consideragao os diferentes
tratamentos (CTR, IRL4, IRL7) e o periodos de avaliagdo (30 e 90 dias). Todos os testes

estatisticos foram aplicados com nivel de confianga de 95%.
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RESULTADOS

Dois animais ndo resistiram ao procedimento cirargico (Um do grupo CTR e outro do
grupo IRL7, periodo de 30d.). Um animal do grupo CTR do periodo de 90d morreu durante o
acompanhamento. Esses animais foram repostos para evitar reduzir perda do poder estatistico
desse estudo. Todos os outros animais resistiram aos experimentos e foram utilizados para

analise final dos dados.
A aplicacdo da PBMT alterou o volume e a microestrutura do tecido enxertado

Foi observado por meio da analise microtomografica que as areas enxertadas com OBD
que ndo foram irradiadas apresentaram maiores volumes de tecidos mineralizados em ambos
os periodos de avaliacdo (exce¢do com o grupo IRL4 aos 30 dias) (p<0.05) (Figura 2), maior
numero de trabéculas (Tb.N) que os outros grupos em ambos os periodos de avaliagao (p<0.05)
e menores valores de espaco entre as trabéculas (Tb.Sp) que ambos os grupos tratados com IRL
no periodo de 90 dias (p<0.05). Os dados da analise microtomografica estdo expostos na tabela

1.

Tabela 1: Dados de média e desvio padrao dos dados de microestrutura 6ssea avaliada por

analise microtomografica.

Periodo Grupos BV/TV Tb.Th Tb.N Tb.Sp

30d CTR 56.93+14.23* 14.01+2.57 0.040+0.004* 13.49+3.21
IRL4 44.05+1.28%° 12.83+0.91 0.034+0.003°  16.05+2.97
IRL7 40.96+4.43>  13.35+0.76  0.030+0.001°  17.32+2.99

90d CTR 70.70+5.60°  16.59+3.16  0.045+£0.004*  9.47+1.29%
IRL4 58.05+6.83" 16.34+1.54* 0.035+0.002° 13.50+0.85°
IRL7 51.02+6.96™ 15.72+£0.48% 0.032+0.004° 16.39+3.08°

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos — p<0.05 One-
way Anova complementado pelo teste de Tukey; #Maiores valores que o mesmo grupo no periodo de
30 dias — Teste t-ndo pareado; ® #Maiores valores que 0 mesmo grupo no periodo de 30 dias — Teste t-

ndo pareado
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Figura 2: Imagens representativas obtidas por microtomografia onde ¢ possivel notar maior

volume de tecido enxertado no grupo CTR.

30 dias 90 dias

A aplicag¢do da PBMT acelerou a formagdo dssea em dreas enxertadas independentemente

da quantidade de sessoes de irradiagdo

Foi observado por meio da andlise histomorfométrica que as areas tratadas com IRL
apresentaram maiores quantidade de osso do que as areas enxertadas ndo irradiadas no periodo
de 30 dias (p<0.05). No periodo de 30 dias também foi observado uma maior quantidade de
tecidos moles em dareas enxertadas ndo irradiadas (p<0.05) (Figura 3). Essas diferencas nao
foram observadas no periodo de 90 dias, provavelmente influenciada pelo aumento da formagao
Ossea observado no grupo CTR em relagdao ao observado no periodo de 30 dias (p<0.05). Os

dados da analise histomorfométrica estdo expostos na tabela 2.

Tabela 2: Dados de média e desvio padrao dos dados da composicao das areas enxertadas que

foram avaliadas por meio de analise histomorfométrica.

Periodo Grupos %0sso % Substituto 6sseo %Tecido mole
30d CTR 6.38+2.42° 29.99+7.00 63.62+8.78*
IRL4 11.76+4.82%° 33.97+7.89 54.27+3.93°
IRL7 12.93+4.88*% 33.55£1.85 53.52+4.03°
90d CTR 10.15+3.64" 32.40+3.60 57.45+5.92

IRL4 14.58+4.04 33.59+8.15 51.834+4.65
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IRL7 16.09+6.61 36.98+7.53 46.93£10.74

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos — p<0.05 One-
way Anova complementado pelo teste de Tukey; #Maiores valores que o mesmo grupo no periodo de

30 dias — Teste t-ndo pareado.

Figura 3: Imagens representativas da analise histomorfométrica. E possivel notar uma maior

quantidade de osso nos grupos IRL do que no grupo CTR. (Aumento 25x — Coloracdo HE)

30dias
= } :

90 dias
5

IRLA

IRL7
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DISCUSSAO

De uma forma geral foi notado que a PBMT com IRL alterou o processo de reparo em
areas enxertadas com OBD aumentando a quantidade de osso neoformado associado a redugdo
do volume da area enxertada. Esse efeito foi observado nos grupos irradiados
independentemente da quantidade de sessoes aplicadas. Dessa forma, a hipotese nula desse

trabalho foi rejeitada.

A andlise microtomografica demonstrou que a PBMT com IRL alterou o volume e a
microestrutura da area enxertada produzindo reducio do volume e da espessura das trabéculas
e aumento do espago entre as trabéculas 6sseas. A reducdo volumétrica observada nos grupos
IRL pode estar associada ao aumento da produ¢ao de mediadores bioldgicos que estimulam a
diferenciagdo, proliferacdo e acdo osteoblastica (eg. BMP2, Runx2, Fosfatase alcalina)
(PINHEIRO ET AL., 2017; OLIVEIRA ET AL., 2018). Consequentemente, as areas irradiadas
sofreram um processo de remodelacdo tecidual maior, diminuindo o volume dos tecidos
mineralizados. De fato, enxertos com maior potencial bioldgico para formacao Ossea
apresentam maiores reducdes volumétricas tais como observados em areas enxertadas com 0sso
autogeno (SHANBHAG; STAVROPOULOS, 2014) ou em defeitos cicatrizados
espontaneamente preenchidos com codgulo sanguineo (RIGNON-BRET ET AL., 2022). Assim
como observado nesse estudo, terapias que visam melhorar o potencial osteogénico e
osteoindutor do OBD também estdo associados a redu¢ao volumétrica de areas enxertadas,
apesar da maior formagao Ossea, tais como observados na associacdo desse material com o
enxerto de osso autégeno (RIGNON-BRET ET AL., 2022) . Dessa forma, ao se aplicar a PBMT
¢ provavel que maiores quantidades de substituto 6sseo devem ser utilizadas para evitar que
essa redugdo volumétrica prejudique o planejamento para instalagdo de implantes em areas

enxertadas com OBD.

A menor quantidade de trabéculas e o aumento de espaco entre as mesmas observadas
no grupo IRL pode também estar associado ao aumento do processo de remodelagao de resultou
na redu¢do volumétrica das areas enxertadas com o OBD. Esse espaco criado pode ter sido
importante para maior formagao Ossea observada nos grupos IRL em comparacdo ao grupo
CTR, pois a presenca de particulas de material estd relacionada a menor formagdo 6ssea em
areas enxertadas com ODB (CARMAGNOLA; ADRIAENS; BERGLUNDH, 2003).
Adicionalmente a isso, a dificuldade da andlise microtomografica em identificar osso
neoformado ao redor de particulas de materiais opacos pode ter interferido nesse resultado,

pois, sabe-se que a estrutura 6ssea em areas enxertadas tem baixa correlagdo com o que ¢
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observado histologicamente (LIMA ET AL., 2022), dessa forma, ¢ possivel que os achados

microestruturais observados estejam relacionados com alteragdes na estrutura do OBD.

A PBMT com IRL promoveu aumento da formagdo de tecido dsseo com redugdo da
quantidade de tecido mole comparado ao grupo CTR. Esse perfil de composi¢cao da biopsia
pode influenciar no processo de osseointegracao tal como observado em outros estudos pré-
clinicos que demonstraram que a PBMT com laser IRL melhora o processo de osseointegracao
de implantes sem tratamento de superficie instalados em areas enxertadas com OBD (DE
OLIVEIRA ET AL., 2020; DE OLIVEIRA ET AL., 2021). No entanto, esse efeito benéfico no
reparo tecidual foi observado nesse estudo com um numero reduzido de sessdes o que leva a
geracdo da hipotese de que 4 sessdes com o IRL poderiam ser suficientes para beneficiar o

processo de osseointegracao, entretanto, essa hipotese necessita ser testada futuramente.

Um fato importante observado nesse estudo foi a discrepancia dos resultados de
formacdo 6ssea em relacdo a outro estudo pré-clinico conduzido por nosso grupo de pesquisa
onde a aplicacdo da PBMT com IRL promoveu maior formagao de tecido 6sseo no periodo de
90 dias em areas enxertadas com OBD (DE OLIVEIRA ET AL., 2018), fato esse ndo observado
nesse estudo. Os substitutos de tecido 6sseo testados, apesar de serem da mesma origem, s3o
manufaturados de forma distintas. O OBD utilizado no estudo de Oliveira et al., 2018 ¢
manufaturado por desproteinizacao a baixa temperatura enquanto que o OBD desse estudo ¢
sinterizado a altas temperaturas, o que altera o grau de cristalinidade e de liberagao de calcio.
O OBD desproteinizado a baixas temperaturas libera mais calcio e apresenta um potencial de
formacao 6ssea melhor que o OBD sinterizado a altas temperaturas (RIACHI ET AL., 2012),
o que pode explicar os resultados mais promissores no periodo de 90 dias da PBMT observados
com esse material. A comparagdo da PBMT com IRL nesses diferentes tipos de OBD sera

necessaria para testar essa hipotese.

A equivaléncia dos resultados observados da PBMT aplicada em 4 ou 7 sessoes propoe
uma reduc¢do importante a necessidade de visitas que os pacientes necessitardo ser submetidos
para obter um efeito positivo com esse tipo de intervencdo. A redugdo dessa necessidade de
retornos para sessdes de PBMT com IRL aumenta a possibilidade de adesao do paciente a esse
tratamento e podem tornar os resultados das técnicas de enxertia com OBD mais previsiveis.
Entretanto, vale salientar que esse estudo apresenta limitacdes com relagdo ao material
utilizado, pois os efeitos da PBMT com IRL em areas enxertadas com OBD podem nao serem
os mesmo de areas enxertadas com outros tipos de materiais. Outra limitacdo desse estudo ¢

nao ter comparado o enxerto 0sseo utilizado (Cerabone) com outros materiais de enxerto que
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ja tém estudo como o Bio-Oss. Além disso, o estudo mostra que, para ter um resultado
satisfatorio, o protocolo se mostra um tanto quanto caro e, por vezes, inacessivel a grande parte

da populagao.
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CONCLUSAO

A PBMT melhora o reparo tecidual em areas enxertadas tanto em 4 como em 7 sessoes.
Entretanto, a aplicacio da PBMT em 7 sessdes ¢ mais benéfica na formagdo dssea em

comparagao as areas enxertadas nao irradiadas.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica de Utilizacao de Animais da Universidade
Federal de Uberlandia

5 Universidade Federal de Uberlandia P CEUA

Comissdo de Etica na Utilizagao de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Comparacdo de diferentes protocolos de irradiagdo do
laser infravermelho sobre o reparo em areas enxertadas com osso bovino desproteinizado”,
protocolo n°® 035/20, sob a responsabilidade de Guilherme José Pimentel Lopes de Oliveira
— que envolve a produgdo, manutencdo e/ou 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 Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO
DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL

DE UBERLANDIA, em reuniso 12 de margo de 2021.

(We certify that the project “Comparagao de diferentes protocolos de irradiagéo do laser infravermelho sobre o reparo em
areas enxertadas com osso bovino desproteinizado”, protocol 035/20, 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 8th, 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 March 12th, 2021).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/06/2021 Término: 31/05/2023
Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos Rato heterogénico Wistar

Numero de animais 56 animais

Peso / Idade 3 meses/ 250 a 300g

Sexo Macho

Origem / Local REBIR - UFU

Local onde serdo mantidos os animais: REBIR - UFU

Uberlandia, 15 de Margo de 2021.
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Prof. Dr. Luiz Fefnando Moreira lIzidoro
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Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais
Coordenador da CEUA



