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RESUMO

Esse estudo comparou o efeito da fotobiomodulacao (PBMT) com luz vermelha e infravermelha
associada sobre o reparo de areas enxertadas com osso bovino desproteinizado (OBD). Foram
utilizados 24 ratos que foram avaliados em dois periodos experimentais (30 e 90 dias — n=6).
Foram instalados bilateralmente no ramo da mandibula de cada animal uma cépsula de teflon
que foi preenchida com OBD. Os grupos foram divididos de acordo com o tipo de tratamento
aplicado a area enxertada: CTR: OBD sem tratamento adjunto; IRL/RL: OBD associado a
PBMT com luz infravermelha e vermelha. Foi executada a andlise histomorfometria para
avaliagdo da composi¢do do tecido reparado. Foi observado que o grupo IRL/RL apresentou
maior quantidade de osso no periodo de 90 dias que o grupo CTR e menor quantidade de tecidos
moles do que o grupo CTR no periodo de 90 dias (p<0.05). Os achados sugerem que a aplicagdao
combinada de PBMT com laser infravermelho e vermelho promove um efeito bioestimulador

significativo sobre o processo de neoformacao 6ssea em areas enxertadas com OBD.

Palavras-chaves: Terapia a Laser; Enxerto Osseo; Reparo Osseos.



ABSTRACT

This study compared the effect of combined red and infrared light photobiomodulation therapy
(PBMT) on the repair of areas grafted with deproteinized bovine bone (DBB). Twenty-four rats
were used and evaluated at two experimental time points (30 and 90 days; n=6). Teflon capsules
filled with DBB were bilaterally implanted in the mandibular ramus of each animal. The groups
were divided according to the type of treatment applied to the grafted area: CTR — DBB without
adjunctive treatment; IRL/RL — DBB associated with PBMT using infrared and red light.
Histomorphometric analysis was performed to evaluate the composition of the repaired tissue.
It was observed that the IRL/RL group presented a greater amount of bone at 90 days compared
to the CTR group, and a lower amount of soft tissue than the CTR group at 90 days (p<0.05).
The findings suggest that the combined application of PBMT with red and infrared laser has a

significant biostimulatory effect on the bone regeneration process in areas grafted with DBB.

Keywords: Laser Therapy; Bone Graft; Bone Repair.
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1 INTRODUCAO

Defeitos 6sseos no rebordo alveolar representam um grande desafio na odontologia por
dificultarem ou até mesmo impossibilitarem a reabilitagio em areas edéntulas’ 2. Visando
reestabelecer volume e qualidade de osso nessas areas, os substitutos de tecido 6sseo tém sido
indicados para corregiio desses defeitos por meio da técnica de regeneracdo 6ssea guiada® *. O
enxerto autdégeno ¢ considerado o padrdo ouro por apresentar excelentes propriedades
bioldgicas®, porém, fatores como condi¢des de satide do paciente, maior morbidade pos-
operatdria e disponibilidade limitada, sdo fatores limitantes para a coleta do tecido dsseo e
utilizacdo do mesmo em técnicas de enxertia®.

Dentre os demais substitutos 6sseos com capacidade de osteocondugdo, o 0sso bovino
desproteinizado (OBD) é o que apresenta maiores evidéncias cientificas em sua utilizagio” %,
Apesar de seus resultados clinicos favoraveis, o OBD possui uma baixa capacidade bioldgica
quando comparado aos enxertos autdgenos’. A fim de melhorar essa capacidade biologica dos
substitutos 0sseos osteocondutores, tratamentos adjuntos como fatores de crescimento'”,
concentrados sanguineos!!, fotobiomodulacio (PBMT)!? vém sendo associados com diferentes
substitutos 6sseos em areas enxertadas.

A fotobiomodulag@o vem apresentando resultados promissores na regeneragao dssea e
na consolidacdo de fraturas'> '4. Tais resultados indicam que a PBMT de forma adjunta pode
potencialmente melhorar o processo de regeneracdao 0ssea em areas enxertadas. Estudos com

PBMT vem sendo realizados com dois diferentes comprimentos de onda sendo eles: a luz
vermelha (660nm) e a luz infravermelha (830nm).!> A luz infravermelha possui maior
penetrabilidade tecidual, atingindo camadas profundas dos tecidos, o que faz com que essa
energia alcance o tecido dsseo permitindo a aceleragio de cicatriza¢io desse tecido'”. Devido a
i1sso, a PBMT com luz infravermelha (IV-PBMT) vem sendo testada em 4areas enxertadas com
substitutos 6sseos osteocondutores!®. De fato, estudos pré-clinicos anteriores demonstraram
efeito positivo da IV-PBMT na formagao 6ssea e na osseointegra¢do de implantes em éareas
enxertadas com OBD e com substitutos 6sseos aloplasticos'> 16, Apesar dos bons resultados, o
seu longo protocolo de PBMT requer 7 sessoes, dificultando a adesao do paciente ao tratamento.
Por outro lado, a PBMT com luz vermelha, com menor quantidade de seesdes, tem
apresentado bons resultados na resolu¢do de patologias ou feridas superficiais, como  por

exemplo no reparo periodontal em estudos pré-clinicos com animais



imunossuprimidos por meio de aplicagdo unica de PBMT no momento trans-cirtrgico'” 1%,

Neste projeto, propomos a utilizagdo combinada de dois comprimentos de onda, vermelho e
infravermelho, considerando que feridas em areas enxertadas apresentam tanto componentes
superficiais (tecidos cutdneos) quanto profundos (tecido 6sseo e muscular). Essa abordagem
pode potencialmente promover beneficios adicionais e acelerar a regeneracdo dessas areas.
Estudos anteriores demonstraram que a combinagdo da PBMT com laser vermelho e
infravermelho demonstrou bons resultados no reparo em alvéolos pds-extracao aplicados em 3

sessoes!?: 2021



2 OBJETIVO

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar diferentes protocolos de PBMT
utilizando lasers vermelho e infra-vermelho de forma combinada na regeneragao ¢ssea de areas
enxertadas com osso bovino desproteinizado. A hipdtese nula deste estudo € que a associagdo
da PBMT com lasers vermelho e infra-vermelho nido promove diferenga significativa na
regeneracdo Ossea em areas enxertadas com o0sso bovino desproteinizado quando comparada a

auséncia de tratamento adjunto.
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3 METODOLOGIA

Esse estudo foi previamente aprovado pelo Comité de ética de utilizagdo de animais da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU, protocolo n® 030/20. Para esse estudo foram
utilizados 24 ratos (Rattus novergicus, variagdo Wistar) com 3 meses de idade, com peso entre
250-300g 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 ragao
apropriada e foi oferecido dgua e ragdo ad libitum. Esse estudo foi conduzido de acordo com o

protocolo ARRIVE para conduta de estudos pré-clinicos.

3.1 Grupos

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos com 12 animais cada, avaliados
em dois periodos experimentais (30 ¢ 90 dias — n=6). Os grupos foram divididos de acordo com
o protocolo de PBMT utilizado para irradiar a area enxertada: CTR: OBD sem tratamento

adjunto; IRL/RL: OBD associado a PBMT com luz infravermelha e vermelha

3.2 Procedimento Cirurgico

Apos uma semana de aclimatagdo ao ambiente do biotério, os animais foram
anestesiados por uma combinacdo de Quetamina com Xilazina, na proporcao de 80mg/Kg de
massa corporal de Cloridrato de Quetamina — (Cloridrato de Quetamina 50mg/ml) e 10mg/Kg
de massa corporal de Cloridrato de Xilazina (Cloridrato de Xilazina- 20mg/ml)
respectivamente. Posteriormente, os animais foram submetidos a tricotomia na regido
massetérica e submandibular e foi realizada antissepsia do campo cirurgico com gaze estéril,
embebida em solucdo de povidine, com o animal sendo entdo posicionado em decubito dorsal
sobre a mesa cirrgica.

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 0.5mm de diametro foram executas através de

uma broca esférica. Essas perfuragdes foram realizadas paralelas a base da mandibula e a 6mm
11



de distancia uma da outra formando as arestas de um quadrado. Uma cépsula de teflon
customizada no formato de um domo possuindo didmetro externo de Smm, altura de 2.5mm e
colar periférico de Imm foi inserida com sua porcdo 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 perfuracdes
executadas no ramo da mandibula. Os tecidos moles foram reposicionados sobre a capsula e
suturado com fio vicryl 4.0. Os animais receberam no pds-operatorio uma dose intramuscular
de pentabiotico (0,8 ml/kg) e de 3 doses de cetoprofeno 1% aplicados a cada 24 horas (5 mg/kg).
Os animais foram eutanasiados por meio de sobredosagem anestésica nos periodos de 30 e 90

dias apo6s as cirurgias.

3.3 Fotobiomodulacio com laser em duplo comprimento de onda

O laser de GaAlAs (Therapy EC, A 660nm - A 808nm, 100 mW, ¢ ~0.600um,
divergéncia da ponta = 0.37rad, CW, érea do spot de 0,0283 cm2, DMC Equipamentos, Sao
Carlos, SP, Brazil) foi utilizado para execu¢ao da PBMT. Na area que recebeu o enxerto, foram
realizadas 4 irradiagdes em pontos equidistantes 3 mm de tal forma que englobasse toda a area
enxertada. O laser foi irradiado no transcirrgico por 5 segundos em cada ponto, totalizando 20
segundos de irradiagdo. A energia aplicada em cada ponto foi de 1 J por ponto, o que resultou em
um total de 4 J por sessdo. A densidade de energia de irradiagdo utilizada foi de

aproximadamente 35,33 J/cm2/ponto, totalizando 141,32 J/cm2.

3.4 Analise histomorfométrica

Ap0s os periodos experimentais de 30 e 90 dias, os animais foram eutanasiados por meio
de injegao intraperitoneal de tiopental (150 mg/kg) associado a lidocaina (10 mg/kg). Os ramos
mandibulares foram removidos, fixados em paraformaldeido a 4% por 48 horas e
posteriormente armazenados em alcool 70%. As amostras foram entdo descalcificadas em
EDTA 7% e submetidas ao processamento histoldgico convencional para inclusdo em parafina.

12



O seccionamento foi realizado na regido central das amostras, no plano transversal. Foram
realizados cortes seriados de Sum de espessura, gerando 5 laminas com 3 cortes cada, coradas
com hematoxilina-eosina (HE). Trés cortes equidistantes (20 um entre si) foram selecionados
para analise, sendo o primeiro escolhido de forma randdmica.

As imagens histologicas foram escaneadas por um scanner de laminas (Aperio
ScanScope AT, Leica Biosystem, Germany), com aumento de 200x e foram posteriormente
mensuradas utilizando o software Aperio ImageScope (Leica Biosystem, Germany). A area de
interesse correspondeu a regido entre o domo e a face lateral do ramo mandibular. Foram
determinadas, em percentual, as areas ocupadas por tecido 6sseo neoformado, remanescente de
substituto de tecido 6sseo e tecido mole, permitindo a avaliacdo quantitativa do processo de

reparo 0sseo nas diferentes condi¢des experimentais.

3.5 Analise estatistica

Os dados numéricos desse estudo foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Os dados das analises se distribuiram de acordo com a normalidade, sendo assim, foi
aplicado o teste paramétrico de two-way Anova complementado pelo teste de Tukey. O
software Jamovi v2.3.28 foi utilizado para a aplica¢do dos testes estatisticos. Todos os testes

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

Foi observado na histomorfométrica que o grupo IRL/RL apresentou maior quantidade
de osso no periodo de 90 dias que o outro grupo (p<0.05) e menor quantidade de tecidos moles
do que o grupo CTR de 90 dias (p<0.05). A tabela 1 expde os dados de média e desvio padrio
dos dados da composi¢cdo das areas enxertadas que foram avaliadas por meio de andlise

histomorfométrica.

4.1 Tabela 1 - Média e desvio padrao dos dados da composicao das areas enxertadas

A tabela 1 apresenta dados de média e desvio padrao dos dados da composigao das areas
enxertadas que foram avaliadas por meio de analise histomorfométrica. Letras diferentes
representam diferentes niveis de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos

dentro de cada periodo de avaliagdo — Two-way anova complementado pelo teste de Tukey.

Periodo Grupos %0sso % Substituto dsseo %Tecido mole
30d CTR 19.99+4.41 29.11+4.90 50.90+6.53
IRL/RL 28.30+7.37 28.28+6.68 43.43+4.95
90d CTR 20.82+4.22° 31.58+4.67 47.61+£3.19°
IRL/RL 32.00+4.87% 30.13+2.95 37.87+6.64*

4.2 Figura 1 — Imagens histologicas apos 30 e 90 dias de reparo 6sseo

14
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A Figura 1 mostra imagens histologicas obtidas ap6s 30 e 90 dias de reparo 6sseo em
areas enxertadas com o0sso bovino desproteinizado, observadas em cortes corados por
hematoxilina-eosina. Aos 30 dias, nota-se matriz ostedide desorganizada com baixo grau de
mineralizagao e nucleos celulares aumentados, indicativos de atividade osteoblastica. Aos 90
dias, o tecido apresenta maior organizagdo, coloragdo mais intensa (rosa) e alto grau de
mineralizacdo, com nucleos celulares menores, caracterizando ostedcitos e indicando redugao
da atividade celular. Essas caracteristicas sao especialmente evidentes no grupo irradiado com
luz infravermelha e vermelha combinadas, quando comparado ao grupo controle, sugerindo que
a PBMT promoveu maior maturagdo tecidual no mesmo intervalo de tempo. Como legenda, a
seta preta indica o domo de teflon; a amarela, a regido do biomaterial (OBD); a cinza, o tecido

osseo neoformado e a vermelha, refere-se ao 0sso nativo da mandibula do animal em estudo.
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5 DISCUSSAO

A PBMT com lasers de baixa intensidade como terapia adjunta para acelerar o processo
de reparo 6sseo em areas enxertadas com osso bovino desproteinizado vem apresentando bons
resultados em modelos animais'> ' 22, Foi observado nesse estudo que a aplicacio da PBMT
em duplo comprimento de onda promoveu maior formacao de tecido 6sseo em areas enxertadas
com o0sso bovino desproteinizado do que no grupo controle onde esse tratamento nao foi
realizado. Além disso, também foi observado uma redugdo na propor¢ao de tecidos moles, o
que, em conjunto, caracteriza um tecido enxertado de melhor qualidade e com maior potencial
de permitir, por exemplo, uma melhora no processo de osseointegracdo. Esse efeito da
associacdo da PBMT com laser vermelho e infravermelho pode ser devido ao efeito desses
diferentes comprimentos de onda nos diferentes tecidos atingidos'? 1% 22,

Um estudo recente concluiu que a PBMT acelerou o reparo dos tecidos moles de
paciente que realizaram procedimento de gengivectomia®. Esse efeito pode ter beneficiado a
cicatrizagdo dos tecidos moles que recobriram a 4area enxertada, consequentemente,
colaborando com a formacao de tecido 6sseo, visto que, a cicatrizagdo inadequada de tecidos
moles prejudica a formacio de tecido 6sseo®*. Esse resultado pode estar associado ao uso da luz
vermelha no protocolo combinado, ja que esse comprimento de onda, por apresentar maior
absor¢do superficial, age de forma mais eficiente sobre tecidos epiteliais e musculares,
acelerando o processo inflamatdrio e proliferativo nas camadas superficiais'® 2.

Uma das principais davidas quanto aos resultados € o fato de encontrarmos diferencas
entre os grupos apenas na avaliacdo apds 90 dias, e esse achado pode ser explicado por se tratar
de um defeito desafiador para o processo de reparo, e que € necessario um tempo maior para se
notar diferengas na formagao do tecido 6sseo estimulado pela PBMT, visto que o laser acelera
o metabolismo celular atuando diretamente sobre as mitocOndrias e atua na expressdo de
proteinas que regulam o metabolismo 6sseo?®. Esses efeitos ndo ocorrem de forma imediata, o
que justifica o motivo dos efeitos da PBMT terem sido observados em periodos mais longos'>.
Outro fator importante ¢ que a aplicagdo da PBMT em unica sessao pode ter perceptivel os seus
efeitos de forma mais lenta do que protocolos de PBMT em mais sessdes'>.

Diante da maior formagdo de tecido dsseo observada com a aplicagio da PBMT
associada ao OBD, uma das hipdteses clinicas mais promissoras € o potencial impacto positivo
na osseointegracao de implantes dentarios. A literatura ja aponta que o volume e a qualidade

do 0sso neoformado estdo diretamente relacionados ao sucesso da osseointegragio®s. Assim, a
16



utilizacdo da PBMT pode ndo apenas favorecer a estabilidade primaria e secundaria do
implante, mas também reduzir o tempo de espera para a instalagcdo da protese, otimizando o
fluxo clinico do tratamento. Além disso, embora neste estudo tenha sido adotado um protocolo
unico de aplicagdo, evidéncias indicam que protocolos com maior nimero de sessdes podem
ampliar os efeitos bioestimulantes da PBMT, favorecendo ainda mais a regeneragio dssea'* 6.
Esses achados levantam a possibilidade de que, com a associagdao adequada da PBMT
com o OBD possa reduzir a necessidade do uso de enxertos autégenos, tradicionalmente
considerados padrdo-ouro, mas que apresentam limitagdes clinicas e cirrgicas®. Ainda que o
0sso autdgeno apresente propriedades superiores, a combinagdo entre OBD e PBMT pode
alcancar resultados clinicos satisfatérios e previsiveis, especialmente em casos nos quais a
coleta de enxerto autdgeno representa um risco ou desconforto para o paciente. A busca por
terapias adjuvantes como a PBMT visa justamente equilibrar eficacia bioldgica e qualidade de
vida do paciente, o que representa um importante avango na pratica clinica contemporanea.
Esse estudo apresenta limitagcdes que devem ser levadas em consideragdo ao avaliar os
nossos achados. Diversos trabalhos ja demonstraram a eficicia da PBMT com laser de baixa

intensidade como terapia adjunta em procedimentos de regeneragio dssea guiada'® 142

, porém,
ndo ha estudos que comparem a capacidade de penetracdo do laser através de diferentes
membranas e barreiras utilizadas nesse procedimento, algo que deve ser estudado
posteriormente. Além disso, os efeitos de fatores tais como tempo de uso do aparelho,
carregamento da bateria, e barreiras de prote¢do sobre a emissao da energia do laser devem ser

avaliados futuramente.
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6 CONCLUSAO

A PBMT com laser de baixa poténcia em duplo comprimento de onda em uma unica
aplicacdo transcirurgica melhorou o reparo 6sseo em 4areas enxertadas com o0sso bovino

desproteinizado na mandibula de ratos.
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