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Resumo

O enxerto 6sseo adicionado ao alvéolo dentario imediatamente apds a extracao
do dente evita atrofia e deformidade do osso no local da perda do elemento. A
fotobiomodulagédo estimula o fluxo sanguineo, ativa osteoblastos, diminuiu a
atividade osteoclastica e melhora a integracdo do material do enxerto com o
tecido Osseo, acelerando o processo de consolidacdo 0ssea. A melhora na
qualidade do enxerto ésseo fornece estabilidade e a longevidade aos implantes
odontoldgicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da
fotobiomodulacdo na qualidade O0ssea de alvéolo dental de ratos Wistar pos
exodontia associada ou ndo a biomaterial scaffold Straumann® Cerabone®.
Andlises realizadas: histolégicas, tomografia de coeréncia O6ptica (OCT),
microtomografia (Micro CT) e analise das fosfatases &acida e alcalina.
Utilizaram-se 48 animais divididos em 5 grupos (n=12): Basal (sem
intervencdes); Controle (exodontia); LED (Exodontia e LED A = 850 nm);
Biomaterial (Exodontia e biomaterial) e Biomaterial+LED (exodontia, biomaterial
e LED A = 850 nm). A eutanasia ocorreu aos 15 e 30 dias. A ALP aos 15 dias
melhorou a formacéo 6ssea para os grupos Controle e Biomaterial+LED (p = 0.
0086 e p = 0. 0379, Bonferroni) e aos 30 dias no grupo LED diante dos demais
grupos (p = 0. 0007, Bonferroni), para a AcP todos os grupos obtiveram menor
reabsorcdo comparados ao grupo Basal. Na densidade 6ssea houve melhora
significativa no grupo Biomaterial+LED e Biomaterial em relacdo aos grupos
controle e LED (p<0,05, t-test) aos 30 dias. O volume aumentou nos grupos
Biomaterial, Biomaterial+LED e Basal em relacdo ao grupo Controle aos 15
dias (p<0,05, t-test). E aos 30 dias o grupo Basal apresenta maior volume
diante dos grupos Controle e LED (p<0,05, t-test). As andlises de OCT e
histol6gica ndo demonstraram diferencas estatisticas (p>0,05, t-test) entre os
grupos nem entre os tempos, mas a analise clinica evidenciou melhora
cicatricial e maturacdo do 0sso nos grupos com LED. O LED n&o demonstrou
melhora significante na qualidade éssea alveolar, porém os resultados clinicos
sugeriram potencial acdo deste tanto para melhora na organizacéo tecidual
como para aceleracdo da maturagao do osso permitindo futura discussao e
novos estudos que elucidem sua atuacdo na qualidade do osso alveolar
associado ou ndo a biomaterial scaffold.

Palavras chave: Regeneracio 6ssea, Laserterapia, Fotobiomodulag&o, LLLT, Biomaterial.



Abstract

The bone graft added to the tooth socket immediately after tooth extraction
prevents bone atrophy and deformity at the site of the loss of the element.
Photobiomodulation speeds up the bone healing process; stimulates blood flow;
activates osteoblasts; decreases osteoclastic activity and improves the
integration of graft material with bone tissue. The improvement in the quality of
the bone graft provides stability and longevity of the implants in oral
rehabilitation. The objective of this work was to evaluate the impact of
photobiomodulation on the bone quality of dental alveolus of Wistar rats after
tooth extraction associated or not with the scaffold biomaterial. Histological
analyzes, optical coherence tomography, microtomography and analysis of acid
and alkaline phosphatases were performed. 48 animals were used, divided into
5 groups (n=12): Basal (without interventions); Control (tooth extraction); LED
(Exodontia and LED A = 850 nm); Biomaterial (extraction and biomaterial) and
Biomaterial + LED (extraction, biomaterial and LED A = 850 nm). The animals
were euthanized in 15 and 30 days. ALP at 15 days improved bone formation
for the Control and Biomaterial + LED groups (p = 0. 0086 and p = 0. 0379,
Bonferroni) and at 30 days in the LED group compared to the other groups (p =
0. 0007, Bonferroni ), for ACP all groups obtained less resorption compared to
the Basal group. Bone density showed a significant improvement in the
Biomaterial + LED and Biomaterial group in relation to the control and LED
groups (p <0.05, t-test) at 30 days. The volume increased in the Biomaterial,
Biomaterial + LED and Basal groups in relation to the Control group at 15 days
(p <0.05, t-test). And at 30 days, the Basal group had a higher volume
compared to the Control and LED groups (p <0.05, t-test). The OCT and
histological analyzes did not show statistical differences (p> 0.05, t-test)
between the groups or between the times, but the clinical analysis showed
healing improvement and bone maturation in the groups with LED. The LED did
not show a significant improvement in alveolar bone quality, however the clinical
results suggested a potential action for both improving tissue organization and
accelerating bone maturation, allowing for future discussion and new studies
that elucidate its performance in the quality of alveolar bone associated or not to
the scaffold biomaterial.

Keywords: Bone Regeneration, Laser Therapy, Photobiomodulation, LLLT, Biomaterial.
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1. Contextualizagéo

1.1.Tecido 6sseo

O tecido 6sseo € o componente principal do esqueleto, serve de suporte para
os tecidos moles e protege Orgdos vitais. Aloja e protege a medula 0ssea,
formadora das células do sangue, proporciona apoio aos musculos
esqueléticos, transformando suas contracées em movimentos Uteis, e constitui
um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na contracéo
muscular?.

Além dessas fungdes, os ossos funcionam como depositos de calcio, fosfato e
outros ions, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada, para
manter constante a concentracdo desses importantes ions nos liquidos

corporais?.

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea. As células sdo: os
ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz ; 0s
osteoblastos, que sintetizam a parte organica da matriz e localizam-se na sua
periferia, e 0s osteoclastos, células gigantes, mdveis e multinucleadas que
reabsorvem o tecido 6sseo, participando dos processos de remodelacdo dos

ossosicomo demonstrado na Figura 1.

Figura 1::Micrografia eletronica de tecido 6sseo mostrando um ostedécito com seus prolongamentos
circundados por matriz *
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Todos 0s 0ss0s sdo revestidos em suas superficies externas e internas por
membranas conjuntivas que contém células osteogénicas, o periosteo e o

endosteo, respectivamente?.

1.2.Células do Tecido Osseo

Célula Osteoprogenitora

A célula osteoprogenitora geralmente € considerada uma célula em repouso ou
de reserva que pode ser estimulada para se transformar em um osteoblasto e
produzir matriz 6ssea. Encontram-se nas superficies dos ossos durante o
crescimento normalmente no adulto durante a remodelacao 6ssea. Compdem a
populacdo celular presente na camada mais interna do periésteo, as células
enddstea de revestimento das cavidades medulares e as células de

revestimento dos canais de Havers e de VolkmannZ.

No individuo maduro, no qual ndo esteja ocorrendo remodelacdo éssea, as
superficies 6sseas sao cobertas por camada de células extremamente
achatadas com citoplasma discreto e pouquissimas organelas além da regido
perinuclear. Nao formam um revestimento completo na superficie éssea, mas
nos pontos em que ceélulas tem contato umas com a outras podem ser
encontradas juncdes comunicantes. Essas células sdo as ceélulas de
revestimento 0sseo, sao analogas as células osteoprogenitoras, mas
provavelmente estdo em estado mais quiescente que as localizadas nos pontos
onde e esteja ocorrendo crescimento do o0sso. Acredita-se também que
funcionem na manutencdo e no suporte nutricional dos ostedcitos incluidos na

matriz subjacente?.

Ostedcitos

Os ostedcitos sdo células encontradas no interior da matriz 6ssea, ocupando
as lacunas das quais partem canaliculos. Sdo células maduras dos
osteoblastos. Cada lacuna contém apenas um ostedcito. Dentro dos
canaliculos os prolongamentos dos ostedcitos estabelecem contato por meio

de jungbes comunicantes, por onde passam pequenas moléculas e ions de um
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ostedcito para outro. Os ostedcitos sdo essenciais para a manutencdo da

matriz 6ssea. Sua morte é seguida por reabsorcdo da matriz?.

Osteoblastos

O osteoblasto € responsavel pela producdo dos constituintes da matriz éssea.
Os osteoblastos n&o funcionam individualmente, mas s&o encontrados em
grupos ao longo da superficie do osso, que alinham na camada da matriz
O0ssea que eles estdo a produzir. Eles originam células estaminais
mesenquimais multipotentes, que tém a capacidade de se diferenciarem em
osteoblastos, os adipdcitos, condrdcitos, mioblastos, fibroblastos. Perto do fim
do periodo de secretoras de matriz, 15% de osteoblastos maduros sao
aprisionadas na nova matriz 0ssea e diferenciam-se em ostedcitos. Pelo
contrario, algumas células permanecam na superficie 0ssea, tornando-se

células de revestimento planas®.

Os osteoblastos sédo células que sintetizam a parte organica (colageno tipo |,
proteoglicanos e glicoproteinas) da matriz Ossea. Sintetizam também
osteonectina e osteocalcina. Osteonectina facilita a deposicdo de célcio e
osteocalcina produzida € transportada pelo sangue, atua nos osteoblastos
locais como nos localizados a distancia. Os osteoblastos sdo capazes de
concentrar fosfato de célcio, participando da mineralizacdo da matriz. Uma vez
aprisionado pela matriz recém-sintetizada, o osteoblasto passa a ser chamado

osteocito?.

Osteoclastos

Os osteoclastos sdo células mdveis, gigantes, multinucleadas e extensamente
ramificadas, visto nas Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e Erro! Fo
nte de referéncia ndo encontrada.. Nas areas de reabsorcdo de tecido 6sseo
encontram-se porc¢des dilatadas de osteoclastos conhecidas como lacunas de
Howship. Essas células se originam de precursores mononucleados
provenientes da medula 6ssea que, ao contato com o tecido 6sseo, unem-se
para formar os osteoclastos multinucleados?!. Os osteoclastos reabsorvem 0sso
pela acidificacéo e protedlise de matriz éssea e dos cristais de hidroxiapatita

encapsuladas no interior da zona de selagem.
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O primeiro processo durante a reabsorcdo da matriz 6ssea é a mobilizacédo dos
cristais de hidroxiapatita por digestdo da sua ligagdo ao coldgeno. Em seguida,
as fibras de coladgeno residuais sdo digeridas por catepsinas ou colagenases
ativadas e os residuos desta digestdo ou sao internalizados ou transportados
através da célula e libertada no dominio basolateral. A funcédo dos osteoclastos
€ regulada tanto por citocinas que agem localmente e por horménios sistémicos
(calcitonina secretados pela glandula tiredide)*. A calcitonina, produzido pelas
células parafoliculares da tiredide, inibe a reabsorcdo da matrizes, portanto, a
mobilizacdo do célcio. A calcitonina tem um efeito inibidor sobre os
osteoclastos!. O processo de ossificacdo intramembranosa esta demonstrado

na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

Osteoclasto Mosdnguima Matriz noolormaca
Ostooblastc ll Ostodono Matriz ssoa (ostotude

\

Figura 2: Esquema de ossificacéo intramembranosa. Osteoblastos originados das células do
mesénquima sintetizam a matriz organica (principalmente colageno tipo I) que forma uma faixa
(ostedide). Logo em seguida o ostedide se mineraliza aprisionando alguns osteoblastos que se

diferenciam em ostedcitos. A matriz calcificada esta representada com um pontilhado, e a
matriz calcificada esta representada por um tracejado. A parte inferior do desenho mostra
osteoblastos sendo envolvido pela matriz recém formadal.

1.3. Matriz Ossea

A matriz de osso é composta principalmente por fibras de colageno do tipo |
(que consistem em duas cadeias al e uma cadeia a2) e as proteinas néo
colagenosas, e representa cerca de 90% da composi¢cédo organica de todo o
tecido 6sseo. Dentro de osso lamelar, as fibras formam arcos que permitem
gue a maior densidade de colageno por unidade de volume de tecido. As

lamelas podem funcionar em paralelo uns com os outros (0sso trabecular e
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peridsteo), ou ser concéntrico em torno de um canal centrado sobre um vaso

sanguineo (sistema Haversiano do osso cortical)®.

O tecido 6sseo apresenta um componente de fibra colagena como substancia-
base, em sua maior parte formada por fosfato de célcio e um componente
celular de osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e células indiferenciadas®.

O colageno é o elemento estrutural que absorve a maior parte da sobrecarga
de tensdo’. Nado obstante, o colageno ndo apresenta propriedades mecanicas
equivalentes quando tencionado em diferentes direcées, sendo denominado de
“anisotrépico”. Anisotropia significa que as propriedades mecanicas nao sao
iguais em todas as direcdes, sendo essa uma caracteristica do 0sso cortical. A
organizacdo 6ssea com camada de fibrilas colagenas cursando em diferentes
direcdes, permite ao 0sso ser fortalecido pela tensdo em vérios planos. Esse
fortalecimento progressivo das camadas de tecido ésseo aumenta a resisténcia
e rigidez. As fibras colagenas sdo organizadas de forma diferente, de acordo

com as forcas que a regido sofre®.

Os cristais de hidroxiapatita [3Ca3 (PO4) 2 (OH) 2] sdo encontrados nas fibras
de colageno, no seu interior, e na matriz, e tendem a ser orientados na mesma
direcdo como as fibras de colageno. O papel de varias proteinas nédo
colagenosas presentes na matriz 6ssea nao foi completamente explicado. A
principal proteina ndo colagenosa produzida € osteocalcina (proteina Gla), o
gual desempenha um papel na ligacao de calcio, estabilizacdo de hidroxiapatita
na matriz, e regulacdo da formacdo de osso®> A proteina Gla é um regulador
negativo da formacéo 6ssea, que parece inibir a mineralizacdo prematura. Em
contraste, biglicano, um proteoglicano, € expressa na matriz 0ssea e regula

positivamente a formacéo de osso®

A parte inorganica representa cerca de 50% do peso da matriz 0ssea. Os ions
mais encontrados sao o fosfato e o célcio. H4 também bicarbonato, magnésio,
potassio, sédio e citrato em pequenas quantidades. Os cristais que se formam
pelo calcio e pelo fosforo tém a estrutura da hidroxiapatita. Os ions da
superficie do cristal de hidroxiapatita sédo hidratados, e facilita a troca de ions

entre o cristal e o liquido intersticial'. As glicoproteinas do osso podem ter
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alguma participacdo na mineralizagdo da matriz. A associagao de hidroxiapatita

a fibras colagenas é responsavel pela rigidez e resisténcia do tecido 6sseo?.

. ; Capliar ‘
(¥ l' /(

'

b\ . '
Figura 3: Imagem osteoclasto. Corte mostrando trés osteoclastos (Setas) digerindo matriz
Ossea. Notar o compartimento claro onde tem lugar a erosao da matriz. Esse compartimento &
acidificado por uma bomba de prétons localizada na membrana do osteoclasto e é o local onde
tem lugar a dissolu¢éo dos minerais e digestdo da matriz organical

Ao redor de cada osso compacto, existe uma membrana de tecido conjuntivo
osteogénico (células formadoras de 0sso0), denominada periosteo, que consiste
em duas camadas. A camada interna, proxima a superficie 6ssea, € mais rica
em células, principalmente precursoras de células 6sseas, e um rico
suprimento vascular, enquanto a camada mais externa € mais fibrosa. A
superficie interna do 0sso compacto, assim como do 0SSO esSponjoso Sao
recobertas por Unica camada de células 0sseas, 0 enddsteo, que fisicamente

separa a superficie 6ssea da medula 6ssea contida em seu interior®,

1.4. Irrigacdo sanguinea

A irrigacdo do tecido 6sseo é essencialmente centrifuga, partindo da cavidade
medular, passando pelo tecido 6sseo e saindo através dos vasos do periésteo.
As artérias do periésteo realmente entram no tecido 6sseo, mas quase
exclusivamente na epifise e em locais onde h& insercdo de tendbes e

ligamentos no 0sso. As artérias nutrientes que irrigam a diafise e a epifise tem
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origem, durante o desenvolvimento, como o vaso principal de um broto de
peridsteo, a partir do qual se desenvolvem os centros primarios e secundarios
de ossificacéo?.

No que diz respeito a nutricdo do tecido 6sseo em si, os canais de Volkmann
representam a principal via de anastomose no interior do osso compacto. Os
vasos sanguineos menores entram no canal de Havers, conforme Figura 4,
onde se pode encontrar uma arteriola e uma vénula e, outras vezes, s6 um
capilar. Dos vasos do periésteo chega uma irrigacdo bem menor, mas em
geral, ela serve apenas as porcOes realmente exteriores do 0Sso compacto.
Deve-se notar também que o tecido 6sseo ndo tem vasos linfaticos e s6 o

tecido do periésteo tem drenagem linfatica.

0550 CSPONjoso

ostedcitos .01 de Havers

0sso compacto

Figura 4:Representacéo canal Havers do tecido 6sseo. Esquema simplificado do processo de
remodelacdo 6sseal®.

1.5.Tipos de tecido 6sseo
Macroscopicamente classifica-se em: Osso Compacto formado por partes de
cavidades visiveis e Osso Esponjoso formado por partes com muitas cavidades

intercomunicantes'!: 2 visto na Figura 5.

Nos o0ssos longos as extremidades sdo chamadas de epifises formadas por
0SSO esponjoso com uma delgada camada superficial compacta. A diafise é
guase totalmente compacta, com pequena quantidade de 0SS0 esponjoso na
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sua parte profunda, delimitando o canal medular. Principalmente nos 0ssos

longos, o0 osso compacto é chamado de osso cortical® °.

As cavidades do 0sso esponjoso e o canal medular da diafise dos 0ssos longos

sdo ocupados pela medula 6ssea® °,

Figura 5: Imagem 0sso compacto e esponjoso. Corte grosso de um 0sso seco, mostrando o
0SSO mais interno esponjoso e o cortical compactol.

O tecido 6sseo pode ser classificado em primario (imaturo) que se apresenta
com disposicdo irregular, ndo organizada das fibras colagenas e menor
guantidade de cristais de hidroxiapatita. Esta presente no feto, no calo ésseo,
nas osteomielites, nos tumores 6sseos e na doenca Ossea de Paget. E
classificado também como secundario (maduro, haversiano ou lamelar), com
fibras colagenas dispostas em lamelas paralelas ou concéntricas em torno dos
canais de Harvers, formando osso compacto ou esponjoso. Geralmente, sobre
a superficie do tecido 6sseo, deposita-se uma camada de matriz denominada
ostedide, que se caracteriza por uma matriz ndo mineralizada, contendo grande
guantidade de fibras colagenas tipo | produzidas pelos osteoblastos. Assim, ao
microscoépio de luz, o ostedide apresenta aspecto amorfo e eosinofilico; além
de ser encontrado em situagfes fisiologicas, também ¢é encontrado nos
tumores formadores de tecido 6sseo® 1°. O tecido 6sseo tem dois componentes
basicos: células e matriz organica, sobre a qual se depositam os componentes

inorganicos.

Tecido 0sseo primario ou imaturo



24

Em cada osso o primeiro tecido 6sseo que aparece € do tipo primario (ndo
lamelar), sendo substituido gradativamente por tecido 06sseo lamelar ou
secundério. No adulto € muito pouco frequente, persistindo apenas proximo as
suturas do cranio, nos alvéolos dentais e em alguns pontos de insercdo dos

tendBes?.

O tecido Osseo primério apresenta fibras colagenas dispostas em varias
direcOes sem organizacao definida, tem menor quantidade de minerais e maior

proporcdo de ostedcitos do que o tecido 6sseo secundario?.

Tecido 6sseo secundéario ou maduro

O tecido 6sseo secundario (lamelar) é a variedade geralmente, encontrada no
adulto. Sua principal caracteristica € conter fibras coldgenas organizadas em
lamelas de 3 a 7 ym (micrbmetro) de espessura, que ficam paralelas umas as
outras ou se dispdem em camadas concéntricas em torno de canais com
vasos, formando os sistemas de Havers ou Osteons, vide Figura 6. Cada
sistema de Harvers ou 6steon é um cilindro longo formado por 4 a 20 lamelas
0sseas concéntricas. No centro desse cilindro 6sseo existe um canal revestido
de endésteo, o canal de Havers, que contém vasos e nervos. Os canais de
Havers comunicam-se entre si, com a cavidade medular e com a superficie
externa do 0sso por meio de canais transversais ou obliquos, os canais de
Volkmann. Todos os canais vasculares existentes no tecido ésseo aparecem

quando a matriz 6ssea se forma ao redor dos vasos prexistentes?.
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Figura 6: Estrutura microscopica do osso cortical. a) Esbo¢o 3D do osso cortical b) corte do
sitema Haversiano c) fotomicrografia do sistema Haversiano3

1.6. Histogénese

Embora histologicamente um o0sso ndo seja diferente de outro, a formacao
0ssea ocorre por trés mecanismos: (1) endocrondal; (2) intramembranosa; (3)
sutural. A ossificacdo endocrondal ocorre no interior de um molde de cartilagem
gue é substituido por 0ssso. A ossificacao intramembranosa faz-se diretamente
dentro de uma membrana conjuntiva (mesénquima). A ossificacdo sutural é um

caso especial, formando-se 0 0sso ao longo de bordas de uma sutura®.

Ossificagéo Intramembranosa

A ossificagdo intramembranosa ocorre no interior de membranas de tecido
conjuntivo, de acordo com Figura 7. € o processo formador dos ossos frontal,
parietal e de partes do occipital, do temporal e dos maxilares superior e inferior.
Contribui também para o crescimento dos 0Ss0S curtos e para 0 aumento em
espessura dos 0ssos longos?!. Esse tipo de ossificacdo ocorre normalmente nas
camadas mais profundas da derme, e 0s 0ssos que dele resultam sao
chamados de o0ssos dérmicos, ou 0ssos membranosos. A ossificacdo
intramembranosa comeca aproximadamente na oitava semana do

desenvolvimento embrionariol4.
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O processo tem inicio pela diferenciacdo de células mesenquimatosas que se
transformam em grupos de osteoblastos, 0s quais sintetizam o ostedide (matriz
ainda ndo mineralizada), que logo se mineraliza, englobando alguns
osteoblastos que se transformam em ostedcitos. Como varios desses grupos
surgem quase simultdneamente no centro de ossificacdo, ha confluéncia das
traves Osseas formadas, conferindo ao 0sso um aspecto esponjoso. Entre as
traves formam-se cavidades que sdo penetradas por vasos sanguineos e

células mesenquimais indiferenciadas, que dardo origem a medula 6ssea’.

Mesénquima Blastema 0sseo Osteoblastos Tecido 6ssex
primario

Figura 7:Representacéo da ossificagdo intramembranosa. Células do mesénquima se tornam
arredondadas e formam um blastema no qual, por diferenciacéo, originam-se osteoblastos que
produzem tecido 6sseo primariol.

Ossificacdo Endocondral

A ossificacdo endocondral tem inicio sobre uma peca de cartilagem hialina, de
forma parecida a do osso que se vai formar, porém de tamanho menor. Esse
tipo de ossificacdo € o principal responséavel pela formacédo dos 0ssos curtos e
longos demonstrado na Figura 8.

A ossificagcdo endocondral consiste essencialmente em dois processos.
Primeiro, a cartilagem hialina sofre modificagcdes, havendo hipertrofia dos
condrécitos, reducdo da matriz cartilaginosa a finos tabiques, sua
mineralizacdo e a morte dos condrécitos por apoptose. Segundo, as cavidades
previamente ocupadas pelos condrécitos sao invadidas por capilares

sanguineos e células osteogénicas vindas do conjuntivo adjacente. Essas
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células se diferenciam em osteoblastos, que depositardo matriz 6ssea sobre o0s
tabiques de cartilagem calcificadal. Por volta da sexta semana de
desenvolvimento do embrido, tanto o umero (membro superior) como o fémur

membro inferior), estdo formados e sdo constituidos de cartilagem?4.

Figura 8: Imagem de ossificacdo endocrondal. Notar os restos de matriz cartilaginosa
calcificada (roxo escuro) envoltas por tecido 6sseo que aparece com uma coloracéo clara. Na
matriz do tecido 6sseo podem ser observados diversos ostedcitos1( setas brancas).

1.7.Crescimento do o0sso

O crescimento dos o0ssos consiste na formagdo de tecido 0sseo novo,
associado a reabsorcao parcial de tecido j4 formado, deste modo, 0S 0Ss0s
conseguem manter a sua forma enquanto crescem?!. Nos adultos também
existe remodelacdo dos o0ssos, um processo fisiologico que ocorre
simultaneamente em diversas partes do esqueleto!. Apesar da sua resisténcia
as pressdes e sua rigidez, o tecido 6sseo € muito plastico, sendo capaz de
remodelar sua estrutura interna em resposta as modificacdes nas forcas a que

esta submetido!l.

1.8. Plasticidade do tecido 6sseo alveolar

A posicdo dos dentes na arcada dentaria pode ser modificada por pressées
laterais exercidas por aparelhos ortodénticos. Ocorre reabsorgédo éssea no lado
em que a pressdo da raiz do dente atua sobre o 0sso alveolar e neoformagéo

0ssea do lado oposto, que esta sujeito a uma tracédo por meio do ligamento
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periodontal. Desse modo, o dente é deslocado na arcada dentéria, a medida
que o osso alveolar € remodelado. Este € um exemplo da plasticidade do

tecido 6sseo, apesar das caracteristicas da rigidez desse tecido?.

1.9. Remodelacédo 6ssea

O esqueleto é um Orgdo metabolicamente ativo que sofre remodelacéo
continua ao longo da vida. O remodelamento 0sseo envolve a remocao de
0sso0 mineralizado por osteoclastos, seguida pela formacdo de matriz 0ssea
através dos osteoblastos que subsequentemente se tornam mineralizados. O
ciclo de remodelagéo consiste em trés fases consecutivas: reabsorcéo, durante
a qual os osteoclastos digerem 0 0sso antigo; reversdo, quando as ceélulas
mononucleares aparecem na superficie Ossea; e formacdo, quando os
osteoblastos colocam um novo 0sso até que 0 0sso reabsorvido seja

completamente substituido®®.

A remodelacdo 0ssea serve para ajustar a arquitetura éssea para atender as
necessidades mecanicas e ajudar a reparar microdanos na matriz 0ssea,
evitando o acumulo de osso velho. Também desempenha um papel importante
na manutencdo da homeostase do calcio plasmatico. A regulacdo do
remodelamento ésseo é sistémica e local. Os principais reguladores sistémicos
incluem o paratormonio (PTH), o calcitrol e outros hormonios, como o horménio
do crescimento, os glicocorticoides, os hormdnios da tireoide e 0os horménios

sexuais.

Fatores de crescimento insulinicos (IGFs), prostaglandinas, fator de
crescimento tumoral beta (TGF-B), proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP’s) e
citocinas estdo, também, envolvidos. O sistema de osteoprotegerina (OPG) o
processo de absorcdo e formacdo de tubos é etereamente acoplado,
permitindo a formacdo de ossos para acompanhar o ciclo de absor¢cédo dos

tubos, mantendo a integridade esquelétical® conforme Figura 9.

Em relacdo a homeostase 6ssea, moléculas como a interleucina IL-13, o TNF-a
(fator de crescimento tumoral) e a PGE2 (prostaglandina E2) estimulam a

producdo de RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa) nos
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osteoblastos. O RANKL, liga-se ao receptor RANK (fator de ativacdo do
receptor de ativacdo do fator nuclear kappa) presente nos osteoclastos
precursores, promovendo sua diferenciacdo, aumentando a reabsorcdo 0ssea
(Figura 1). Ja a OPG, pode impedir esta ligacdo com o RANK, ao ligar-se ao
RANKL, antagonizando seu efeito (Figura 9). Assim, uma alta concentracao de
OPG faz com que o RANKL esteja menos disponivel para ligacdo com o RANK
e favorece o aumento da massa Ossea. Por outro lado, uma baixa
concentracdo de OPG faz com que o RANKL se torne mais disponivel para a
ligacdo com o RANK favorecendo a reabsorcédo e diminuicdo da massa éssea.
A concentracdo de OPG produzida regula a massa 6ssea, acredita-se que a

OPG possa ter efeito 6sseo protetor no organismo?®,

Osteoblastos OPG

IL-18
\

x Y
PGE, ~ E—
Osteoclastos Osteoclastos
precursores diferenciados

Figura 9: Figura esquematica do sistema RANK/RANKL nos ossos. Citocinas pré inflamatérias
como IL-7 B e TNF-a e outros mediadores como PGE, sdo capazes de aumentar a expressado
de RANKL em osteoblastos, facilitando sua ligagéo com o receptor RANK, promovendo assim
a diferenciacdo de osteoclastos precursores, aumentando a reabsorcéo 6ssea. A OPG é capaz
de se ligar ao RANKL, bloqueando a ligacéo deste com o receptor RANK, impedindo assim a
diferenciacéo de osteoclastos precursores e favorecendo a formagéo 6sseal’.

A maioria dos fatores que controla a reabsorcdo 6ssea age diretamente nos
osteoblastos, tais como PTH (paratorménio), 1, 25 dihidroxivitamina D3,
esterbides sexuais, prostaglandinas (PGs), citocinas (Interleucina-1,
Interleucina-6 e Interleucina-11), TGF-B. Portanto, estes fatores estimulam os
osteoblastos a liberarem moléculas que estimulam a migracdo e adesao a
superficie 0ssea que deve ser reabsorvida. Sendo assim, 0s osteoblastos
participam do processo de remodelacdo 6ssea, ndo somente produzindo matriz

O0ssea, mas também controlando a atividade dos osteclastos?®: 19,

As citocinas e os fatores de crescimento, especialmente o TGF-f, liberados da

matriz durante sua degradagao, atuam como uma alca de “feed-back” e
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desencadeiam a formagédo e ativacdo de osteoblastos para sintetizar e
depositar uma quantidade equivalente de osso novo na lacuna de reabsor¢éo!®
19 As células T expressam RANK, RANKL, INF (interferon) entre outras
citocinas, participando ativamente no processo de osteoclastogénese, sendo
gque o equilibrio da producédo destas citocinas € primordial no balanco da
remodelacdo Ossea, jA que determinam o equilibrio entre osteoblastos e

osteoclastos?°conforme demonstrado na Figura 10.
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Figura 10: O ciclo de remodelagem éssea e a agdo dos hormonios, citocinas e farmacos?!.

A Figura 10, mostra o 0sso trabecular quiescente. As citocinas, como fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) e fator de crescimento transformador
(TGF-B), mostrados como pontos estdo incrustradas na matriz 6ssea. Na
reabsorcdo Ossea, células precursoras de osteoclastos (OC), recrutadas por
citocinas e hormoénios, sdo ativadas pelos osteoblastos (Obs) para formar Ocs
multinucleados moveis que se deslocam da superficie 0ssea, reabsorvendo
0sso e liberando as citocinas fixadas. Na formacédo Ossea a liberacdo de

citocinas recruta Obs, que formam o ostedide e fixam citocinas JGF e TGF- (3.
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Alguns Obs também se formam incrustrados, formando ostedcitos terminais

(que, atualmente, sabemos ndo serem sem funcao).

O ostedide entdo se torna mineralizado, e as células e o revestimento celular
cobrem a area (ndo mostrada). Os estrOgenos causam apoptose (morte celular
programada) dos OCs. Observe que as concentracdes farmacoldgicas de
glicocorticéides apresentam efeitos especificados acima, mas concentraces
fisiolégicas sdo necessérias para a diferenciagdo dos OBs. BPs, bifosfonatos
incrustrados- estes séo ingeridos pelos Ocs quando 0sso é reabsorvido (n&o
mostrado); IL, interleucina; PTH, paratorménio?, esse controle de reabsorcdo
0ssea pode-se observar na tabela 1.

Tabela 1: Controle local da reabsorcéo 6ssea

Fatores Efeitos

IL-1, IL-&, 1I-11, TNF, IFN, GM-C5F, TGF-§, Citocinas que aumentam a perda de massa
FGF, PTHIP e PTH ossea

IL-4, IL-13, IL-18, IFN, OPG Citocinas que podem prevenir e perda de

massa dssea
M-CSF e GM-CSF, prostaglandinas, Fatores locais que atuam de diversas
leucotrienos, NO e os fatores de maneiras nas células dssea
crescimento IGF, TGF-B, FGF, PTHIPL

Fonte: Adaptacado Profa. Dra. Maeli Dal Pai Silva??

1.10. Reparo 6sseo

O reparo do tecido 6sseo lesado geralmente leva a formacéo de um tecido que
difere na morfologia ou funcédo do tecido original. Esse tipo de cicatrizacédo é
chamado de reparo. Regeneracao tecidual, por outro lado, € um termo utilizado
para descrever a cicatrizagcdo em que ocorre uma completa restauracao da
morfologia e fungdo do tecido®.

No tecido 0sseo ocorre tanto o fendmeno de regeneracdo como do
reparo, dependendo das caracteristicas da injuria. Por exemplo, uma pequena
fratura Ossea (fratura de galho verde), apropriadamente estabilizada, ir4
cicatrizar por regeneracdo, enquanto um defeito extenso no 0sso ir4

frequentemente cicatrizar por reparo®.
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1.11. Hormonios que atuam Nos 0SS0S
Além do horménio das paratiredides e da calcitonina produzida pela tiredide,

ambos ja mencionados, diversos outros horménios atuam no tecido 6sseo?.

A parte anterior da hipofise produz o horménio do crescimento, que estimula o
crescimento em geral, tendo efeito particularmente acentuado sobre a
cartilagem epifisaria. Todavia, os efeitos desse horménio ndo séo diretos. Ele
estimula certos oOrgaos, principalmente o figado, a sintetizar polipeptidios
denominados somatomedinas, que tem efeito sobre o crescimento e produz o
nanismo hipofisario. Sua producédo excessiva, como ocorre em alguns tumores

da hip6fise, causa o gigantismo por exemplo?.

Os hormonios sexuais, tanto masculinos (testosterona) como femininos
(estrogenos), tem um efeito complexo sobre os ossos, sendo, de um modo
geral, estimuladores da formacédo de tecido 6sseo. Esses horménios influem
sobre o aparecimento e desenvolvimento dos centros de ossificacdo! vide
Tabela 2.

Tabela 2: Regulagéo sistémica de remodelacao 6ssea.

Fatores ’ Efeito sobre a reabsorgao Efeito sobre a Formagao
ossea Ossea

PTH Aumenta Diminui

1, 25- diidoroxivitamina D Aumenta Aumenta (porém altas
doses inibem a sintese de
colageno)

Calcitonina Diminui Aumenta

Estrogeno Diminui Diminui um pouco

GHIGF Aumenta Aumenta

T, e T, (hormoOnios de Aumentam Aumentam

Glicosorticoides Aumentam (inibem a Diminuem

absorcdo de cdlcio e a
producao de hormdnios
sexuais)

Fonte: Adaptacéo Profa. Dra. Maeli Dal Pai Silva 22
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Uma das formas de avaliar a formacgé&o e reabsorcédo 0ssea € com as analises
das fosfatases alcalina e acida. Os OB secretam matriz 0ssea rica em proteinas
coldgenas (Colageno Tipo-l) e proteinas ndo coladgenas como a Osteocalcina
(Bone Gla-Protein) que € uma proteina com alta afinidade pelo Calcio(Ca) que
€ usado na formacdo dos cristais de hidroxiapatita e esta diretamente
relacionada com a mineralizacdo 0ssea; a Fosfatase Alcalina (ALP) permite a
liberagdo do grupo fosfato (POa4) para ser usado na formacao dos cristais de
hidroxiapatita; a Osteoprotegerina (OPG) que fica na superficie dos OB e atua
como osteoprotetora se ligando ao RANKL (Ligante do Receptor Ativador do
Fator Nuclear kappa-p) impedindo sua interagdo com RANK (Receptor Ativador
do Fator Nuclear kappa-B) que esta presente na superficie dos osteoclastos

(OC) e assim inibe sua maturacéo e ativacéo?s.

Outra célula que esta envolvida no remodelamento e sdo responsaveis pela
reabsorcdo 6ssea é o OC que deriva de células hematopoiéticas da medula
O0ssea (mondcitos) que se diferenciam em pré osteoclastos mononucleares e
através da interacdo RANK/RANKL formam OC maduros multinucleados que
tem uma superficie ativa, com prolongamentos (pregas) que ficam em contato
com a matriz 6ssea. Esta area é a zona clara que fica selada pela integrina e
onde agem as enzimas lisossomais como a ACP (Fosfatase Acida Tartarato
Resistente-TRAP) que tornam o0 meio &cido facilitando a ruptura da
hidroxiapatita e liberando o calcio que fica aprisionado em vesiculas dentro do
OC e depois estas vesiculas sao liberadas no plasma sanguineo. As
depressdes da matriz escavadas pela acdo enzimatica sdo conhecidas como
Lacunas de Howship. Sua atividade aumenta com as citocinas IL-1 e IL-6, TNF-
a, M-CSF, PTH, vitamina D e é inibida pela CALC, OPG e pelo estr6geno?*.

1.12. Dentes e reparo 0sseo alveolar

Segundo pesquisa no Brasil, a perda dentaria ainda € um problema de saude
publica com alta prevaléncia e impactos negativos na vida dos individuos,
apesar da possibilidade de controle por meio de tecnologias preventivas e

reabilitadoras voltadas a promocéao da satde bucal®® 28,



34

A perda dentaria pode gerar impactos negativos na qualidade de vida dos
individuos, influenciando em sua autoestima e acarretando desordens
funcionais, nutricionais e estéticas?’: %,

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a perda dentaria como um
problema de saude publica mundial que deve ser considerado na

formulacédo das politicas de saude?.

O processo alveolar nos quais 0s elementos dentarios estdo alojados, € um
tecido dento dependente e se desenvolve em conjunto com a erupgao dos
dentes. Sua arquitetura € orientada pelo eixo de erupc¢éo, formato dos dentes e

eventual inclinacdo dos mesmos3® 3132,

A perda deste elemento dentario provocard mudancas acentuadas no sitio
edéntulo como a reabsorcdo e remodelamento do processo alveolar levando a
atrofia no local do elemento perdido, € um processo natural e fisioldgico
inerente ao processo de cicatrizagdo30: 33 34. 35 36,37, 38 representado na Figura
11.

Figura 11: Alteracdo dimensional do osso alveolar ap6s perda do elemento dentario®°.

Apbs a extracao dos dentes o alvéolo é preenchido de sangue e um coagulo é
formado. Células inflamatérias migram para o interior do coagulo, e 0 processo
de limpeza do defeito € iniciado. Um tecido vascular e células mesenquimais
invadem o codgulo e um tecido de granulacédo seré produzido. Este tecido de
granulacdo sera gradualmente substituido por um tecido conjuntivo provisorio,
e a formacdo de um novo tecido 6sseo (0sso primario) é iniciado. O alvéolo
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serad preenchido gradualmente por esse 0sso primario, que posteriormente
sofre um modelamento e remodelamento, transformando-se em um 0Sso
lamelar e medular3® Erro! Indicador néo definido., demonstrado na Figura 12.
A formacao 0ssea comeca cerca de 10 dias apos a extracado do dente; depois

de 10 a 12 semanas, o local da extracédo ndo pode mais ser identificado®.

Extragio do dente 48-72 horas apés a extragdo 96 horas ap6s 2 extragio
TROTagRS, Cadgulo sanguineo, Codgulo sanguinea residual
Sangramento, Ieitio da formagdo Tecide de granulagic
Codgulo sanguirke do teGdo de i epitelial

7 dias apds a extragdo 21 dias apds a extragio 6 semanas apds & extracao
Teckdo conjuntive imaturo, Tedido conjunthvo, Teckdo compantiva,
m’fw‘x';wm primario,  Inicio da sineralizagdo do axtedide, 0w Imaturo, trabséculis,
Profiferagho epitelial Reepitelizacdo Reepltelizagio

Figura 12: Cicatrizagdo do 0sso alveolar. (a) Sangramento e formacao do coagulo sanguineo
imediatamente apds a extracdo do dente. Vasos sanguineos sao fechados por trombos e uma
rede de fibrina é formada. (b) ja durante as primeiras 48 horas, granuldcitos, monécitos, e
fibroblastos comegam a migrar através da rede de fibrinas. (¢) O coagulo sanguineo é
lentamente substituido por tecido de granulagéo. (d) Tecido de granulacao é formado
predominantemente no tergo apical do alvéolo. Aumento da densidade dos fibroblastos. Apés 4
dias, contragc&o do coagulo e inicio da proliferacdo do epitélio oral. Osteoclastos sdo visiveis na
margem do alvéolo. Osteoblastos e ostedide vistos préximos ao fundo do alvéolo.
(Reorganizacao do tecido de granulagdo com formacéo de trabécula ostedide. Proliferacéo
epitelial da margem do defeito no topo do tecido conjuntivo jovem. Novamente, a formacao de
trabécula ostedide é evidente da parede do alvéolo em dire¢cdo coronaria. Apds 3 semanas,
vérias trabéculas comecam a se mineralizar. (f) Radiograficamente, a formacéo 6ssea pode ser
visivel. O tecido mole fecha o ferimento e se epiteliza apés 6 semanas. Entretanto, o
preenchimento 6sseo no alvéolo leva 4 meses e néo alcanca o nivel do dente vizinho. (Lindhe
J, Lang NP, 2015)Erro! Indicador néo definido..

As principais alteragcbes que acometem o 0sso com a perda do dente
acontecem geralmente nos primeiros 3 meses apés a exodontia porém, em até
6 meses o tamanho do rebordo residual é reduzido mais rapidamente® e em
12 meses menos significativamente?®, embora seja menos intensa apés 12
meses, continua progressivamente ao longo da vida do individuo; a medida que
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o tempo da extracdo até a colocagdo do implante aumenta havera maior perda
de volume 0sseo a um nivel que inviabilize a reabilitacdo posterior com

implantes sem a necessidade de cirurgias maiores**.

A perda clinica em altura € maior do que em largura sendo a parede vestibular
da maxila mais reabsorvida do que na mandibula3® /. Estudos apontam que
essa perda 0ssea pode chegar a 50% da medida vestibulo-lingual no primeiro

ano apos a perda dentaria®?.

Se as condi¢cdes dimensionais 6sseas existentes ndo sao favoraveis para um
resultado final esperado a cavidade oral deverd ser modificada como por
exemplo com os enxertos 6sseos com o objetivo de tornar compativeis o

suporte dos implantes e o planejamento protético a longo prazo“3.

CONDIGOES FISIOLOGICAS

RANKL<OPG

CONDICOES INFLAMATORIAS
RANKL>OPG

Figura 13: Sistema RANK RANKL OPG#4,

O equilibrio de RANKL/OPG (Figura 13) € um fator crucial para regulacdo da
reabsorcdo Ossea alveolar. A diferenciacdo e ativacdo osteoclastica sao
conduzidas pela interacdo de RANKL com seu ligante, Rank. A OPG é um
inibidor solivel de RANKL que inibi a ligacdo RANK/RANKL. Em condicdes
homeostaticas (Figura 13, lado esquerdo), acredita-se que os niveis de RANKL
e OPG estejam em equilibrio, de modo que a osteoclastogénese e a
reabsorcdo 6ssea sejam limitadas. Com um estimulo inflamatoério, a razéo
RANK/Rankl aumenta nos tecidos periodontais e levam a estimulagdo da
atividade osteoclastica e reabsorcdo Ossea patologica. Precursores de
osteoclastos e osteoclastos ativos s&o representados por ceélulas azuis

mononucleadas e multinucleadas respectivamente&o' Indicador ndo definido.
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1.13. Reabilitagdo com implantes

A quantidade e densidade do osso disponivel no sitio desdentado, séo
comprovadamente fatores determinantes primarios para a previsdo do sucesso
individual frente a reabilitacdo com implantes. A altura do osso disponivel em
um sitio edéntulo € a dimensdo mais importante ao se considerar um implante
pois, afeta tanto o comprimento do implante quanto a altura da coroa que
afetam os fatores de carga e a estética. O aumento 6sseo é mais viavel em
largura do que em altura, mesmo quando a largura for inadequada para
instalacdo do implante, o enxerto 6sseo pode ser usado pra criar 0s requisitos
de um osso ideal na reabilitacdo dental. Uma vez que a altura adequada tiver
disponivel a largura € o proximo critério mais significativo que afeta a sobrevida
do implante. A largura ser4 mais facilmente restabelecida com enxertos 6sseos
do que a altura 6ssea*. A Figura 14 demonstra um implante instalado nas

condi¢cdes adequadas.

Figura 14: Desenho demonstrando o implante corretamente instalado e totalmente circundado em tecido
6sseo para estabilidade primaria e sucesso da reabilitagéo “°.

A estrutura interna do 0sso é descrita em termos de qualidade e quantidade, as
guais refletem um numero de propriedades biomecanicas, tais como resisténcia
e modulo de elasticidade. A arquitetura externa e interna do 0sso controla
virtualmente cada faceta da pratica da implantodontia. A densidade do 0sso

disponivel em um sitio desdentado é um fator determinante no plano de

tratamento, projeto do implante, abordagem cirargica, tempo de cicatrizagéao e
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carga inicial progressiva sobre o osso durante a reconstrugdo protética para

alcancar indices de sucesso na restauracdo da oclusdo do paciente*6:47,

A qualidade do osso neoformado apOs enxertia é importante para suportar a
carga mastigatoria e dissipacao destas no tecido 6sseo quando da reabilitacédo
com implantes da regido afetada. Estudos apontam que as perdas de implantes
estdo relacionadas a vascularizag¢do, densidade e reabsorcdo do tecido 6sseo
obtido apds as reconstrucdes. Isso porque, a qualidade do tecido 6sseo obtido

pode interferir na estabilidade primaria e processo de osseointegracéo.

O aumento da densidade éssea, a estabilidade primaria de implantes também
aumenta; e essa estabilidade primaria tem relevancia clinica por ser
determinante para a longevidade da reabilitacdo com implantes. Na
odontologia, foi assumido que a qualidade do osso é equivalente a densidade
mineral 6sseal®. Estabilidade primaria diz respeito a auséncia de mobilidade no
leito 6sseo apds a colocacdo do implante*>* e o implante estavel e bem

integrado € o desejado para a restauracdo da oclusdo do paciente.

A estabilidade primaria do implante parece ser influenciada principalmente por
fatores relacionados aos 0ssos, a saber, a densidade 6ssea da parte esponjosa
do local da osteotomia e a espessura da placa cortical*® Erro! Indicador nédo d
efinido. 43 51,52,
A apreciacdo da densidade 6ssea e sua relacdo com a implantodontia existem
h& mais de 25 anos. A densidade é classificada em trés categorias®:
e Estrutura 6éssea Classe I: esse tipo ideal de osso consiste em trabéculas
uniformemente espagadas com pequenos espagos esponjosos.
e Estrutura dssea Classe Il: 0 0SSO possui espagos esponjosos um pouco
maiores e com menos uniformidade do padrdo 6sseo.
e Estrutura 6éssea Classe lll: Existem grandes espacos preenchidos por
medula entre o trabeculado 0sseo.
O osso Classe Il resulta em perda de adaptagcéo do implante; o osso Classe Il
era satisfatorio para os implantes; e o osso Classe | foi 0 mais apropriado para

suportar préteses implanto-suportadas®3.
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Ja a qualidade 6ssea é classificada de acordo com as quatro regides dos
maxilares: mandibula anterior, maxilar anterior, posterior da mandibula, maxila
posterior, correlacionadas com as quatro qualidades de osso estabelecidas,

elucidado na Figura 15.

¢ Qualidade 1: Quase toda mandibula é composta de osso compacto
homogéneo.

e Qualidade 2: Uma camada espessa de 0sso compacto rodeia um nucleo
de osso trabecular denso

¢ Qualidade 3: Uma fina camada de 0sso cortical rodeia um nucleo de
0sso trabecular denso

¢ Qualidade 4: Uma fina camada de osso cortical rodeia um nucleo de
baixa densidade 6ssea trabecular®*.

1 2 3 4

Os 4 diferentes grupos de qualidade 6ssea

Figura 15: Classificacao da qualidade 6ssea. >*

A Microtomografia (Micro CT) e a Tomografia de coeréncia optica sdo formas

de avaliacdo da densidade e volume 6sseo.

O Tomografo por coeréncia optica OCT-CALLISTO, software Thorimage OCT
versdo- 4. 2, 4. 0, permite o imageamento Optico de alta resolucéo axial e ndo
destrutiva, fornecendo imagens transversais de estruturas, sejam elas
biolégicas ou ndo. Esta técnica ndo requer contato com a amostra em analise,
nao utiliza radiacdo ionizante e € néo invasiva, o que possibilita a sua aplicacéo
in vivo e em tempo real. O equipamento possibilita identificar detalhes de
pequenas dimensdes e em areas diminutas, caracteristicos de sistemas

biologicos, tais como pele, biofilmes e diversos tecidos duros e moles, assim
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como permite o imageamento de diversos materiais espalhadores. Estas
caracteristicas se devem gracas ao comprimento de onda de excitacao
(Dominio spectral: 930 nm, o qual tem menor penetracdo no tecido bioldgico do
gue os excitados na faixa de 800 nm), 1. 2 kHz, resolucéo lateral de 8 um,
resolucdo axial < 7, 0 um, profundidade maxima de imageamento de 1, 6 mm,

e Probe para imagens 3D.

Possui também o modo “Speckle Variance”, o que permite que sejam
analisados sinais provenientes de espalhamento tipo Speckle, muito comuns
em tecidos biolégicos e materiais rugosos. O software permite a reconstrucao

tridimensional dos cortes obtidos®®.

Os equipamentos de OCT possuem uma fonte de luz emitida na regido do
infravermelho proximo (NIR, do inglés Near-Infrared), possibilitando
penetracbes em tecidos biolégicos de 1 a 3 mm e resolugbes de 1 a 15 um,
variando de acordo com a instrumentacdo do equipamento e com o tecido a ser

avaliado®% 57,

O equipamento de Microtomografia Computadorizada (Micro CT) in
vivo Skyscan 1272 de alta resolucdo podendo detectar objetos de o, 35 um, é
utilizado para diversos materiais como biomateriais, algas calcarias, fésseis,
répteis, anfibios, aves pequenas, dentes, pequenos 0SS0S €x Vivo € in Vvivo e
animais de pequeno porte (ratos e camundongos) com monitoracao fisioldgica

integrada®®.

Consiste em adquirir imagens de raios-X em diferentes angulos ao redor de um
objeto e matematicamente converter este conjunto de imagens em secfes que
representam uma imagem tridimensionalErro! Indicador nao definido.como d

estaca-se na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..
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Figura 16:Fotomicrografias: Imagem 3D do Micro CT demonstrando o biomaterial
dentro da cavidade alveolar. Fonte: O autor.

E uma técnica ndo destrutiva que reconstroi e modela interiores de amostras
na escala micrométrica e obtém informacbes sobre sua geometria
tridimensional e propriedades do material, vide Figura 25 na qual observa-se o
biomaterial no interior do alvéolo em imagem 3D. O conceito basico desse
processo de imagem provou que um objeto tridimensional pode ser

reconstruido a partir de projecdes bidimensionais®®.

Enxerto Osseo

O enxerto 6sseo € adicionado ao alvéolo imediatamente apds a remoc¢édo do
dente como vé-se na Figura 17 e pode ser usado em conjunto com membranas
absorviveis ou ndo absorviveis que agirdo como barreiras mecéanicas para a
preservacao do material enxertado. Os enxertos sdo capazes de promoverem a
formacdo 6ssea além de fornecerem suporte mecanico e prevenir o colapso
das paredes ésseas retardando a reabsorcdo do rebordo alveolar servindo
como mantenedores de espaco3® 32 33,60, 61 Estes enxertos devem permitir o
inicio da osteogénese e serem indutores e osteocondutores®?, 62, Podem ser

autégenos, alégenos, xenégenos e sintéticos ou aloplasticos®.
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Figura 17: Enxerto 6sseo com particulas de osso autégeno obtido do

mentoErro! Indicador néo definido..
As particulas do osso enxertado serdo cercadas por tecido 6sseo lamelar e
medular porém, ndo sdo ativamente reabsorvidas sendo a remodelagéo deste
biomaterial lenta preservando as dimensdes do alvéolo®3 34 83, O material uma
vez enxertado se ligara tanto ao osso alveolar como aos tecidos moles; essa
ligacdo ocorre por fixacdo bioativa envolvendo a ligacao de fibras de colageno
na matriz policristalina da superficie do enxerto*?; esse intimo contato pode
induzidas células mesenquimais primitivas a se diferenciarem em osteoblastos.
Essas células osteogénicas migram para o0 enxerto promovendo a

osteointegracdo do enxerto ao alvéolo®.

A membrana de coldgeno absorvivel associada ao enxerto agira como barreira
fisica realizando a osteopromocao excluindo a invaginacéo de tecido conjuntivo
gengival para o interior do enxerto ali presente, e atraira as células

osteoprogenitoras para o local®® 65,

O éxito da aplicacdo de um material no organismo, depende essencialmente de
dois fatores: - a sua biofuncionalidade a qual esta diretamente relacionada com
a capacidade do biomaterial desempenhar uma determinada fungéo (ou parte
desta) do organismo, - a sua biocompatibilidade que se baseia na analise das
reacbes ocorridas na superficie do implante, ndo s6 quando da sua
implantacdo, mas também ao longo do tempo, quando este sofre um processo

de degradacéo e desgaste®®.



43

Assim, em termos de resposta bioldgica, apds implantagcdo de um biomaterial
ocorre a formagdo de um hematoma, com uma resposta de tipo inflamatoria
com presenca de agua e glicoproteinas, que revestem e aderem ao implante.
Por quimiotactismo, numerosas células sédo recrutadas para o local,
nomeadamente neutroéfilos, eosinofilos, mondcitos e macrofagos (reacdo de

corpo estranho).

Estas ultimas além da sua atividade fagocitica, estimulam a acéo dos linfocitos,
fibroblastos, osteoclastos e células polimorfonucleares. Seguidamente, inicia-se
a angiogénese, com a migracdo e proliferacdo de células endoteliais que
formardo uma rede de capilares que constituird o suporte vascular da regiao®’.
Por fim, devido a acdo de citoquinas (IL-1 e IL-2) e de diversos fatores de
crescimento (TGF-B, PDGF, IGF, BMP’s) ira ocorrer um processo de
diferenciacdo das células mesenquimatosas pluripotenciais com a formacao de
matriz 0ssea e de osso imaturo. A maturacdo e remodelagdo que encerram
este processo, salientam a semelhanca que existe com a fisiologia da formacéao

do calo 6sseo, subsequente a uma fratura®.

Os determinantes para realizacdo do enxerto 6sseo sao fatores locais que
afetam o prognostico do procedimento e incluem: auséncia de infeccéo.
fechamento de tecido mole, manutencdo do espaco, imobilizacdo do enxerto,
vascularizagédo do 0sso, tempo de cicatrizagéo, topografia e tamanho do defeito
0sseo entre outros. Além dos determinantes necessarios para realizar um
enxerto 0sseo previsivel, existem materiais necessarios para aumentar o local.
Os materiais de enxerto 6sseo e seus mecanismos de acdo ndo Sdo 0s
mesmos. Os materiais usados na implantodontia para auxiliar o enxerto 6sseo
incluem: (1) Colageno, (2) DFDB (enxerto aldgeno humano desmineralizado
congelado e seco), (3) Enxerto aldgeno humano congelado e seco (FDB), (4)

Osso Xendgeno e (5) Osso autdbgeno??, como demostrado na tabela abaixo
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Tabela 3:Materiais de enxerto 6sseo.

‘Materiais de Enxerto Osseo
“Colageno
Osso autogeno (osteogeénese)
Enxertos alégenos DFDB, FDB (osteoinducao)

Enxertos xenogenos (osteoconducao)

Fonte: Adaptado de Misch CE, 20084°.

O osso autdgeno é o unico material de enxerto que forma osso a partir de
células transplantadas do osso esponjoso. E, portanto, o Unico material de
enxerto disponivel com propriedades osteogénicas que refere-se ao
crescimento de o0sso a partir de células viaveis transferidas para dentro do

enxerto3.

O osso Desmineralizado Congelado e seco (promove a osteoinducao). A
osteoinducédo envolve nova formacdo de o0sso a partir de células progenitoras
derivadas de células mesenquimais primitivas influenciadas por um ou mais

agentes indutores que provém da matriz 6ssea®® 7.

Quando um material osteoindutor é colocado na regido subcutdnea na
auséncia de osso ou dentro do musculo, ele pode induzir formacéo de 0sso no
sitio ectopico. Os materiais osteoindutores mais comumente usados na
implantodontia sdo os autdgenos e alégenos. O osso alégeno € um tecido
0sseo transplantado a partir da mesma espécie receptora, mas de genotipo
diferente. A principal vantagem dos alégenos é que eles eliminam a
necessidade de regido doadora. Além da disponibilidade ilimitada permite seu
uso em grandes quantidades. Os enxertos alégenos mais comuns usados em
implantodontia sdo os DFDBs (enxertos aldgenos humano desmineralizados,
congelados e secos) e FDBs (enxertos aldgenos humano congelados e secos),

gue envolvem processos diferentes e especificos.

O FDB age principalmente através de um processo osteocondutor, pois as

proteinas indutoras séo liberadas lentamente apos a reabsor¢cédo de mineral e
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frequentemente sdo encontradas em quantidade minima. Na DFDB havera
ainda a etapa de desmineralizacdo do osso triturado o que expbe mais
prontamente as BMPs. Portanto, o FDB é osteocondutor e o DFDB néo é
osteocondutor, pois ndo possui nenhum mineral, mas acredita-se que seja mais
osteoindutor. Ha grande variabilidade de resultados discutidos na literatura
para o enxerto alégeno devido a fabricacdo e formulacdo do produto que
assegurem a qualidade e as propriedades osteoindutoras e resultados dos
estudos que evidenciam a capacidade osteoindutora do DFDB foram realizados
com materiais enriquecidos com rhBMP-2 (Proteina Morfogenética Ossea
Recombinante Humana), e seus resultados podem nédo ser reprodutiveis na

préatica clinica’® 72 73, 74,

A osteoconducao, que € caracterizada pelo crescimento 6sseo por reabsorcéo
ou aposicdo a partir do osso circundante, tem sido chamada de substituicéo.
Portanto, esse processo deve ocorrer na presenca de 0sso ou células
mesenquimais diferenciadas. Os materiais osteocondutores ndo formam 0sso
guando colocados em tecido subcutaneo, musculos ou tecido fibroso. Pelo
contrario, o material permanece relativamente inalterado ou reabsorve. Os
materiais osteocondutores sdo biocompativeis, e 0 0sso e tecido mole podem
crescer adjacentes a eles por aposicdo sem evidéncia de reacdo toxica. Os
materiais de enxerto 6sseo osteocondutores mais usados em implantodontia
sdo os alégenos, materiais aloplasticos e xendégenos’™. E podem ser
caracterizados em ndo reabsorviveis ou reabsorviveis, densos ou porosos,

cristalinos ou materiais amorfos’®.

Materiais aloplasticos séo produtos exclusivamente sintéticos e biocompativeis
desenvolvidos para cobrir uma ampla variedade de indicacbes. Eles existem
em grande variedade de texturas, tamanhos de particulas e formas. Podem ser

separados em ceramicos, polimeros e compadsitos.

Os usados com mais frequéncia sdo 0s ceramicos, que sdo caracterizados
como bioinertes (p. ex, 6xido de aluminio e éxido de titanio) ou bioativos (p. ex,
fosfato de calcio). As ceramicas bioinertes exibem adesédo direta ao osso do

hospedeiro (a nivel microscopico) e sdo mecanicamente mantidas em contato
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com 0 0sso. A cicatrizagdo do osso ao redor de um implante osseointegrado
bioinerte € um processo de osteoconducdo. Que segue as forcas tipicas de

remodelacdo na interface osso-implante®3.

As ceramicas bioativas sdo a maior familia de materiais aloplasticos usados
para enxerto 0sseo e incluem produtos de fosfato de calcio, tais como uma HA
sintética (hidroxiapatita sintética) e matriz 6ssea inorganica bovina, fosfatos
tricalcicos e carbonatos de célcio. Os materiais de fosfato de célcio exibem
uma completa falta de toxicidade. A capacidade deles de agirem como
substrato para o0 crescimento 0sseo 0s torna um material popular com
propriedades osteocondutoras, mas eles ndo sdo osteogénicos ou
osteoindutores®3, Esses materiais geralmente, sdo feitos de HA, fosfato
betatricalcio (BTCP), porgcdes inorganicas de o0sso xendégeno ou varias

combinacgdes’”.

Os materiais xendégenos sdo fabricados a partir da porcao inorganica do 0sso
de outros animais e também sdo osteocondutores’. Por esse motivo,
necessitam de um tratamento antigénico, de deslipidizacéo e desproteinizagéo,
gue lhe reduz concomitantemente as suas capacidades osteoindutoras’™. O
enxerto de 0sso xendgeno é descrito como um bom banco de material, desde
gue ele seja completamente desproteinado e colocado sobre 0SSO esponjoso
ou usado com medula 6ssea vermelha autégena®’; e pode, também, ser usado
para aumentar tecido mole. Os criadores dos enxertos xendgenos acreditam
gue o0 0sso inorganico do animal se assemelha ao 0sso mineral humano

natural*s.

Segundo alguns pesquisadores, além de fornecer uma estrutura de suporte,
este material também promove uma alta liberacdo de célcio® e fosforo,
essenciais para a neoformagdo Ossea. Devido a0 enorme sucesso na sua
utilizacao, esse biomaterial tem sido atualmente considerado o “padrdo ouro”

entre os materiais 6sseo- substitutos.

A porosidade do material tem efeito principal no tempo de reabsorgcéo. As

particulas densas e cristalinas de HA podem durar o tempo de uma vida
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guando sdo grandes em tamanho e volume e sob condi¢cfes de ph estavel em
um sistema lento de renovagdo. As formas amorfas de HA podem reabsorver
em Varios meses quando em pequenos tamanhos e volumes e em uma regiao
de rapida velocidade de renovacdo. Os materiais microporosos sao
intermediarios nos tempos de reabsorcdo, mas podem precisar de mais de 1
ano quando em grandes volumes, tais como em seio maxilar. Materiais parcial
ou lentamente reabsorviveis podem serem misturados com materiais
facilmente reabsorviveis. A previsibilidade de resultados clinicos com a
utilizacdo de substitutos 6ésseos aldégenos, xendégenos e aloplasticos séo
opcOes validas para o processo de reparo tecidual, devido a baixa taxa de

reabsorcdo em volume e o sitio cirrgico unitario®?.

Os biomateriais na forma de scaffolds, possuem caracteristicas ideais para
serem usados nas estratégias regenerativas 0sseas pois servem como um guia
para o crescimento de tecido 6sseo e permitem a proliferacdo de vasos

sanguineos e de nutrientes para as células que estdo dentro do sitio cirtrgico®3.

Desse modo, 0s materiais que reabsorvem lentamente mantém o espaco
enquanto o corpo invade o material facilmente reabsorvivel. A presenca de
uma parede cortical espessa no enxerto pode agir de maneira similar a
membrana na regeneracdo 0ssea guiada e prevenir a infiltracdo de epitélio e
tecido conjuntivo para dentro da regido enxertada*3. A Figura 18 representa um

alvéolo com e sem enxerto 6sseo apés extracao.

Figura 18: Representagdo do alvéolo pos extragdo com e sem enxerto 0sseo.
(A) Alvéolo pos exodontia sem enxerto ésseo e B) Alvéolo pds exodontia preenchido por
material scafffold®*.

A remodelagéo e neoformacao 6ssea promovera a substituicdo do 0sso

enxertado por 0sso nativo, e determinara a qualidade da densidade 0ssea



48

local®?. A reabsorcédo desses materiais ocorre principalmente por meio de dois
mecanismos: dissolucdo e mediacédo celular. A reabsorcdo por dissolugcéo de
um material ocorre em consequéncia do ph do meio circundante’®. Na
reabsorcdo mediada por células, as células ao redor do material do enxerto

reabsorvem o material por fagocitose seguida da degradacéo intracelular®®.

A consideragao mais importante para o sucesso de um enxerto é “esperar mais
tempo”, ou seja, o tempo de cicatrizagado deve ser respeitado afim de que haja

a devida incorporacdo do enxerto ao 0sso nativo*3,

1.14. Fotobiomodulacao

Estudos in vitro e in vivo foram realizados a fim de incorporar métodos e
técnicas que possam intervir positivamente aumentando a integracdo e
remodelamento de diversos substitutos 6sseos utilizados para a preservacao
alveolar e melhoria da qualidade d&ssea local. A associacdo da
fotobiomodulacao utilizando Laseres de baixa poténcia e LED sao métodos que
vem se mostrando eficazes; os estudos demonstram que irdo acelerar e
estimular a neoformacédo é6ssea e tecidual melhorando todo o processo de

reparacao do sitio cirlirgico86 87. 88,

Estudos recentes mostram que a fototerapia LED induz um processo de reparo
mais rapido, com presenca de o0sso neoformado de boa qualidade.
Caracteristicas que sédo notadas em varios estudos nos quais foi utilizada a
fototerapia laser com parametros semelhantes. Sendo bastante provavel que
os efeitos benéficos do LED e Laser sejam similares no que se refere ao
mecanismo envolvido, com a absor¢cdo da luz pelo citocromo-C-oxidase
presente na membrana mitocondrial. Apesar do crescimento das aplicacdes
bem-sucedidas da fototerapia LED em diversas areas, seu uso no reparo 6sseo

e associado a enxerto de biomateriais precisa ser mais estudado8® %091,

Estudos de Karu et al. °2 registraram resultados clinicos satisfatérios sob o
aspecto das diferentes fontes de luz, sugerindo efeitos benéficos advindos da

terapia com LED em diversos tipos de lesGes cutaneas.
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Os diodos emissores de luz (LED- Light Emitting Diode) sao a fonte de luz mais
comum. Eles sdo usados em uma infinidade de aplicagcdes. Os LEDs sé&o
baseados em juncdes pn, geralmente feitas de semicondutores IlI-V, que
emitem luz quando uma corrente direta é injetada. LEDs sdo os mais comuns
dispositivo semicondutor composto®®. Esse tipo de emissdo é diferente dos
lasers, que produzem emissdo estimulada e amplificada de radiacéo.
Inicialmente, se atribuia os efeitos do laser a coeréncia, mas foi mostrado que
fontes ndo coerentes como o LED também alcangavam bons resultados®.

Nesse contexto, o LED surge como uma excelente opcdo em virtude do seu

potencial de agdo®: .

A fotobiomodulagdo agira na sintese da matriz 6ssea, aumentando a
vascularizacéo e potencializando a proliferacdo e diferenciacdo dos fibroblastos
e osteoblastos que serdo fotobiomodulados progredindo mais rapidamente
para a formacdo da matriz éssea celular auxiliando como fator indutivo. Havera
adesdo dos osteoblastos e a migracdo dos vasos para a superficie do enxerto
ativando a microcirculacao local e a producédo de novos capilares sanguineos.
Possui efeitos analgésicos e anti-inflamatérios além do estimulo ao

crescimento e regeneragao celular® %7

Quando a luz interage com as células do tecido funcdes celulares sé&o
estimuladas como ativacdo de mastdcito, estimulacéo de linfocitos, aumento da
producdo de ATP (adenosina trifosfato) mitocondrial e proliferacdo de varios
tipos de células®® %8, acelera a proliferacédo e diferenciacédo dos fibroblastos e

osteoblastos®®.

Os efeitos observados podem ser resultados positivos da irradiagcdo do
Laser/LED na membrana celular e mitocondria. Efeitos positivos sobre a
sintese de DNA (&cido desoxirribonucleico)® e RNA (&cido ribonucleico) e na
sintese de colageno e em seus precursores também foram relatados e no nivel
de prostaglandina e nos granulos citoplasmaticos fagocitarios como bem como
na neovascularizacdo e proliferacdo celular®®. As células mesenquimais nédo
diferenciadas sédo biomoduladas positivamente para osteoblastos e mais

rapidamente diferenciadas para ostedécitos®.
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A fotobiomodulag&o melhora a produgdo da matriz 6ssea devido a melhoria da
vascularizagdo e efeitos anti-inflamatérios3? 100. 101 102" Resultando num
aumento tanto da liberacdo de mediadores e microvascularizacdo, que seria
subsequentemente acelerar a cicatrizagdo 6ssea®? 191, Estudos mostram que o
laser promove melhora na osteogénese e reparo 0sseol®® 194nos estagios
iniciais da cicatrizacdo e atuard como fator indutivo’®, é responsavel por
aumentar a atividade em células de osso (reabsor¢céo e formacao) em torno do
local de reparagdo, sem alterar a estrutura do 0sso!®. Foi sugerido que a
PGE2 (prostaglandina E2) ativa cicatrizacdo de feridas e aumento do nivel de
PGE27°. Porém mais estudos sdo necessarios sobre os efeitos do laser em
fatores de crescimento, BMPs (proteinas morfogenéticas 0Gssea),

prostaglandinas e genes de formagédo 6ssea'®®,

A fotobiomodulacdo para a reparacdo do o0sso, demonstrou eficdcia na
modulacdo tanto da resposta local e sistémica aprimorando a troca celular
ibnica e mitocondrial, a mineralizagdo do osso, formacdo de oxido nitrico,
circulacéo linfatica, a proliferacéo de osteoblastos, os efeitos sobre a expressao
do gene de osteoblastos, a inibicdo de osteoclastos (previne a reabsorgéo
mineral Ossea) e pelo enxerto de osso em materiais sintéticos. Reduz
substancialmente o tempo de consolidacdo da fratura, bem como melhora a

qualidade/quantidade de formacéo de reparo 6sseol?”.

O tecido Osseo absorvera a radiacdo emitida pelas luzes (Laser/LED)
provocando efeitos bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos. Como
consequéncia efeitos como o estimulo a microcirculacéo e ao trofismo celular,
além de efeitos terapéuticos, 0s quais incluem efeito analgésico, anti-
inflamatério, antiedematoso e estimulante do trofismo dos tecidos. Vérios
estudos na literatura demonstram efeitos positivos no reparo 6sseol®,
aceleram a cicatrizacdo!'®®, a angiogénese, estimulacdo do o0sso recém-
formado, fibrovascularizacédo e angiogénese*°.

Apesar de todos estudos envolvendo fotobiomodulacdo, as modificacbes
moleculares e metabdlicas globais produzidas que determinam a estimulacao
do metabolismo das células Osseas ainda ndo estdo completamente

elucidadas. 111
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Sugere-se que a resposta fotobiologica é devido a absor¢do de um
comprimento de onda especifico por algum fotorreceptor molecular que
participa no metabolismo das reacdes celulares, que ndo necessariamente
podem ser diretamente ligados as respostas a luz em si. Depois de absorcéo
de um comprimento de onda especifico e a excitacdo, processos moleculares
primérios, que ocorrem nos receptores moleculares, podem levar a resposta

fotobiolégica®.

O efeito da fotobiomodulagdo com Laseres e LED terdo maior acdo em fases
iniciais, quando elevada proliferac@o celular ocorre. Porém, ainda € incerto se a
estimulacdo 6Ossea por luz Laser e LED possuem um efeito geral ou se a
estimulacao isolada de osteoblastos € possivel. Nos estagios finais terdo papel
importante na manutencao do preenchimento 6sseo devido a maior deposicao
de matriz 6ssea que incorpora hidroxiapatita de calcio caracterizando a

maturacdo do 0sso?.

A maior parte dos estudos que envolvem fotobiomodulagcdo foram e sao
realizados com Lasers; apesar de efeitos benéficos e promissores da
fotobiomodulacdo com LED na aceleracdo e melhora da qualidade do o0sso
neoformado terem sido demonstrados preliminarmente, € necessario mais
estudos realizados com esse tipo de luz para estabelecer um protocolo seguro
em sua utilizagdo no reparo, regeneracao e neoformacdo 6ssea em exodontia
e enxertos 6sseos com biomaterial*'t. O estudo realizado teve o objetivo de
avaliar o impacto da fotobiomodulacdo na qualidade 6ssea de alvéolo dental de

ratos Wistar pos exodontia associada ou ndo a biomaterial scaffold.

Justificativa

Dado o estado da arte acima aludido e as presentes limitacdes tecnoldgicas
dos tratamentos atuais, faz-se necessario o desenvolvimento de novas técnicas
alternativas e/ou adjuvantes para auxiliar o reparo tecidual apos a exodontia

com ou sem a presenca de biomaterial scaffold.
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2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo geral

Avaliar o impacto da fotobiomodulagdo utilizando LED no processo de

remodelacdo O0ssea na presenca ou ndo de biomaterial scaffold enxertado em

alvéolos dentais de ratos Wistar.

2.2.Objetivos especificos

Caracterizar o modelo experimental (enxertia de biomaterial scaffold em
ratos Wistar)

Examinar o impacto da fotobiomodulacao na presenca de osteoblastos;
Avaliar o impacto da fotobiomodulacdo na formacéao fibras colagenas;
Estudar o efeito da fotobiomodulacdo na presenca de osteoclastos;
Avaliar a acdo da fotobiomodulagéo na presenca de ostedcitos;

Medir densidade 6ssea na presenca ou nao de fotobiomodulacéo e
biomaterial

Mensurar o volume 6sseo apdés a fotobiomoducao na presenca ou nao

de biomaterial
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Etica

O presente estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional para o Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), bem como
com as normas do Conselho Canadense de cuidados com animais (1993) e do
Congresso Nacional Brasileiro (1995). Aprovado ao Comité de Etica em
animais da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), com o numero do Ceua:
4123300818. Anexo 1.

3.2. Animais

Foram utilizados ratos Wiistar machos, pois apresentam estruturas da area
dentogengival e a topografia dos alvéolos dentais, séo similares aos
encontrados em humanos!'?; o que facilita reproduzir uma enxertia com
biomaterial scaffold apds exodontia e analisar os tratamentos propostos; além
do custo acessivel e facilidade na reproducdo desses animais!'® 4tem

mostrado bons resultados no tratamento de enxertia 6ssea com biomateriais©6.

Os animais foram obtidos do Biotério da UNINOVE e acondicionados no
mesmo local, em caixas plasticas apropriadas, sob temperatura minima de
22°C e maxima de 25°C, com luminosidade controlada em ciclos de 12 horas,
alternando entre claro e escuro, com ventilacdo controlada artificialmente e
umidade relativa de 50-60%. Foi utilizada ragdo para ratos Wistar (NUVILAB®)
e agua ad libitum. Foram incluidos 48 ratos Wistar machos, adultos, com peso
aproximado de 300g e considerados saudaveis. Os animais foram manipulados

trés vezes antes do inicio do experimento, para ambientacéo e pesagem.

3.3. Delineamento experimental
Os ratos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais com 12

animais por grupo, conforme Tabela 4:



Tabela 4: Delineamento Experimental.
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Basal Sem intervengdes e tratamentos

Controle Exodontia

LED Exodontia e tratamento com LED (A=850nm)
Biomaterial Exodontia+Biomaterial

Bioamterial+LED

Exodontia+Biomaterial+Tratamento com LED (A=850nm)

A cirurgia foi realizada no 1° dia. O tratamento com LED foi realizado a partir do

1° dia e seguiu por 15 dias de 48/48 horas. A eutanasia foi realizada no 15° e

30° dias. O fluxograma exposto na Figura 19, mostra o delineamento do

estudo.

Fluxograma

Basal
N=12

Controle
N=12

LED
N=12

Biomaterial
N=12

Biomaterial+
LED
N=12

15 dias

Figura 19: Fluxograma dos grupos. Fonte: O autor.
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3.4.Técnica cirargica para exodontia e enxertia 6ssea

Para a cirurgia seguiu-se metodologia similar a utilizada em estudo de
Ramos AGG, 2016 que pesquisou sobre os efeitos do laser de baixa
intensidade na fotobiomodulacdo 6ssea, apds exodontia de molares em ratos
espontaneamente hipertensos; no estudo foram utilizados 24 ratos
espontaneamente hipertensos SHR do género feminino, onde foi realizado a
exodontia dos molares direito e esquerdo na mandibula , e no alvéolo lado
direito foi aplicado a laserterapia, segundo os seguintes parametros: A: 808 nm,
P= 100 mW?3?5 os animais foram submetidos a anestesia nos seguintes
parametros:

- Preparo do anestésico: Ketamina 800ul, Xilazina 500pl.
- Administracdo: 80 mg/Kg de Ketamina e 10 mg/Kg de Xilazina, Ultrafine
Seringa de Insulina® 1, Oml, agulha 12. 7x0. 33 — 29G, via intraperitoneal,

regido abdominal inferior.

Para a técnica cirargica de extracdo do molar foram utilizados materiais
adequados e adaptados para a pesquisa. Dois suportes metalicos serviram de
pilares para a linha de algoddo que foi utilizada para envolver 0s incisivos
centrais superiores do rato, a mandibula foi apoiada em um suporte plano, a
lingua foi deslocada a direita ou esquerda com gaze e pela mdo do auxiliar
operatério. A sindesmotomia gengival foi realizada com instrumental do tipo
sindesmétomo modificado (desgastado com disco de carburundum e lixas)
para se adequar ao tamanho da regido operatéria. A exodontia foi executada
realizando primeiramente, a luxacao do elemento dentario com instrumental do
tipo Hollemback e periotomo modificados (por desgaste com disco de
carburundum e lixas) e apds a exodontia propriamente dita, com forceps
pediatrico nimero 5 para raizes residuais, conforme Erro! Fonte de referéncian

do encontrada..

Apoés a exodontia, nos grupos que necessitaram de enxertia com biomaterial,

foi utilizado Straumann® Cerabone® 0, 5-1, 0 mm, 1x 0, 5 cc(Origem: Osso
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bovino esponjoso e composigdo: Fosfato de célcio (hidroxiapatita 100% pura,
fase mineral), adicionado imediatamente ao alvéolo com cureta apropriada e
levemente acomodado ao alvéolo com instrumental do tipo espéatula de
insercdo pediatrica e realizado fechamento tecidual do alvéolo com fio
agulhado oftalmolégico 6-0 de nylon. Os animais dos grupos selecionados para

execucao de tratamento com LED (A= 850 nm), foram submetidos a primeira
irradiacéo ao final da realizacdo da técnica cirargica, e demais irradiacdes, de
48/48 h por 15 dias.

Figura 20: Técnica cirargica: (A) Materiais preparados para inicio da técnica (B) posicionamento
do animal (C) Exodontia (D) Fechamento dos alvéolos com biomaterial por aproximacao
gengival com sutura. Fonte: o Autor.

Apés a anestesia os animais foram colocados em colchonete térmico até o
retorno anestésico para evitar hipotermia e ministradas as seguintes
medicacdes pos-operatérias, Tramadol5 mg/kg subcutédneo, 8/8 h 3 dias e

Dipirona Sédica 50 mg/kg subcutaneo, 8/8 h 3 dias.
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Os animais foram observados durante os 15 dias e 30 dias que sucederam a
cirurgia, quanto alimentacdo, hidratacdo, peso, presenca de qualquer
alteracdo no sitio cirdrgico. As etapas do procedimento cirlrgico estéo

demonstradas na Figura 20.

3.5. Biomaterial utilizado
O biomaterial scaffold utilizado foi Straumann® Cerabone® 0, 5-1, 0 mm, 1x
0, 5 cc (Origem: Osso bovino esponjoso e composicao: Fosfato de calcio
(hidroxiapatita 100% pura, fase mineral, porosidade: 65-80%, tamanho médio
dos poros: 600-900 um). Integra-se previsivelmente namatriz éssea
recentemente formada, proporcionando uma base sélida e duradoura para
suportar os implantes dentarios. Devido as caracteristicas técnicas necessarias
para seu uso como a osteocondutividade (morfologia da superficie rugosa e a
alta porosidade sado responsaveis pelas propriedades osteocondutoras),
estabilidade do volume (os granulos garantem a estabilidade e integram-se de
forma previsivel ao osso recém-formado), seguranca(processo patenteado de
fabricacdo remove as componentes organicos), biocompatibilidade
(biocompatibilidade em mais de 650. 000 procedimentos de sucesso de
aumento 0sseo), hidrofilicidade (poros interconectados e a morfologia da
superficie rugosa), facil manuseio e aplicacdo (particulas absorvem e

aderem)16,

3.6. Fotobiomodula¢édo com LED
A aplicacdo do LED foi realizada imediatamente apdés a cirurgia para a primeira
aplicacdo e seguiu a cada 48 h por 15 dias obedecendo os parametros

demonstrados na tabela 5:
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Tabela 5: Parametros dosimétricos empregados com LED.

Comprimento de onda [nm]
Modo de funcionamento
Poténcia [mW]

Area do feixe [cm?]

Tempo de exposigdo [s]
Irradidncia [W/cm?2]
Exposigédo radiante [J/cm2]
Energia radiante [J]

Nuamero de pontos irradiados
Locais de aplicagao

Técnica de aplicagao
Namero de sessoes e frequéncia

Energia total [J]

850
Continuo
100

2.8

60

35,7

30

6

Unico
Face vestibular extra oral

Contato

8 sessoes- 48/48 h por
15 dias

48

Para realizar o tratamento, ndo foi utilizada anestesia prévia. Apenas

contencdo do rato com toalha de algodao pelo auxiliar operatério e o LED
aplicado pelo operador elucidado na Figura 21.

Figura 21: Tratamento com LED. Fonte: o Autor.
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3. 7. Eutanéasia dos Animais
Os animais foram eutanasiados no 15° dia e 30° dia, utilizando overdose de
anestésico — Ketamina (Dopalen) e Xilazina (Anasedan) e pela exanguinacao
por meio da veia cava abdominal, para coleta de sangue (4ml) e exames de

fosfatase acida e alcalina.

- Administracao: 3 vezes a dose usual de 80 mg/kg de Ketamina e 10 mg/kg de
Xilazina, Seringa de 3 ml, agulha 12. 7x0. 33 — 29G, via intraperiotoneal, terco

inferior abdominal.

Entdo foi realizada a exsanguinacdo por meio da veia cava abdominal, coleta
de sangue e centrifugacdo deste para exames de fosfatase acida e alcalina,
seguida de disseccao e remoc¢do da mandibula do animal para andlise
histolégica, exame de OCT e Micro CT. O plasma do sangue centrifugado foi
mantido a — 80° C e a mandibula conservada em geladeira e no dia imediato a
cirurgia foi realizado o exame de OCT, sendo na sequéncia desta analise,
congeladas a -20° C e a posteriori realizada a analise de Micro CT e andlise
histoldgica.

3. 8. Andlise Fosfatases Acida e Alcalina- dosagem de marcadores

0sseos (ALP, AcP)
Para realizar a andlise das fosfatases acida e alcalina, foi realizada a retirada
de sangue pela veia cava inferior através da exanguinacdo do rato. Apdés
tricotomia da regido e corte com lamina de bisturi 20 e tesoura na regido
abdominal do animal, as visceras sédo deslocadas para a direita com uma gaze
e a veia € encontrada do lado esquerdo. A exaguinacéo foi feita pela coleta de
sangue, recolhido em seringa hipodérmica de 5 ml e agulha descartavel de 25x
7 mm. Coletado 4 ml e dispensado no tubo de coleta de sangue vacuo 10 ml. O
sangue dos animais foi coletado sem o uso de um anti-coagulante, A amostra
foi centrifugada (1500 rpm por 15 minutos) para separacéo do sobrenadante do
soro, inserido num eppendorf e guardado a a -80° C para posterior analise pelo

método ELISA. O restante das heméacias foi descartado.
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A AcP (Acid Phosphatase) foi quantificada utilizando o Kit comercial da marca
Labtest®. A reacdo para deteccdo da concentracdo de fosfatase acida seguiu
as recomendacOes do fabricante, descritas nas seguintes etapas:
Primeiramente, o substrato foi reconstituido com 20mL de tampao fornecido
pelo fabricante. A seguir, o substrato (50ul) foi acondicionado em cada pocgo de
uma placa de 96 pocos, a qual permaneceu em incubacdo a 37°C durante o
periodo de 2 minutos. Apos a incubagao, foi adicionado 10yl da amostra em
cada poco e a placa foi submetida a outro periodo de incubacéo, desta vez por
30 minutos, novamente a 37°C. Em seguida, 200yl do reagente de cor foram
adicionados aos pocgos e a leitura, realizada imediatamente. A absorbancia foi
registrada por espectrofotometro modelo: SpectraMaxPlus384® (fabricante:
Molecular Devices) em filtro laranja, a 590nm e 37°C, em modalidade endpoint.
Para os calculos, foram utilizados os seguintes critérios, sendo a Absorbancia
Padrdo de 0, 1025; Absorbancia Controle de 0, 062:Fosfatase Acida (U/l) =
(Absorbancia do Teste - 0, 062) x 29, 27 (Fator)

A ALP (Alkaline Phosphatase) foi quantificada utilizando o Kit comercial da
marca Labtest®. A reacdo para deteccdo da concentracédo de fosfatase alcalina
seguiu as recomendac0des do fabricante, descritas nas seguintes etapas:
Primeiramente, substrato (5ul) e solugao tampéao(50ul) foi acondicionada em
cada poco de uma placa de 96 pocos, a qual foi incubada a 37°C durante 2
minutos. Apds a incubacao, foi adicionado 5ul da amostra em cada pogo e a
placa foi submetida a outro periodo de incubacédo de 10 minutos a 37°C. Em
seguida, 200ul do reagente de cor foram adicionados aos pocos e a leitura
realizada imediatamente. A absorbancia foi registrada por espectrofotometro
modelo: SpectraMaxPlus384® (fabricante: Molecular Devices) em filtro laranja,
a 590nm e 37°C, em modalidade endpoint. Para os calculos, foram utilizados

0s seguintes critérios, sendo Absorbancia Padrao de 0, 2405:

Fosfatase alcalina (U/l) = Absorbancia do Teste x 176 (Fator)
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3. 9. Tomografia de Coeréncia Optica (Optical Coherence Tomography-
OCT)
As amostras foram removidas ap0s eutanasia e conservadas a -20° C e foram
analisadas em até 24 hrs apds a remocao. O equipamento pode ser observado

na Figura 22.

Figura 22: Equipamento de Tomografia de coeréncia 6ptica-OCT-CALLISTO, software Thorimage
OCT verséo- 4. 2, 4. 0, da Universidade Federal do ABC7,

Os arquivos oct” que obtidos ao avaliar as amostras por OCT foram
analisados no software MatLab ®. Como as amostras ndo eram padronizadas,
a primeira etapa da analise consistiu na definicdo da regido de interesse. Para
cada imagem foi definida uma regido, um retangulo com dimensdes
proporcionais a 100 colunas e 450 linhas, conforme apresentado na Erro! F

onte de referéncia ndo encontrada..
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[26 62.5 100 450]

Figura 23: Exemplo de sele¢éo da regido de interesse na
imagem. Fonte: O autor

Para cada coluna dentro da regido de interesse foram feitas duas analises: o

célculo do coeficiente de atenuacédo e o calculo da refletancia integrada.

Coeficiente de atenuacéo

Para o célculo do coeficiente de atenuacdo, em cada coluna foi localizado a
posicdo da superficie da amostra, que corresponde ao pixel de maior
intensidade. Pixels anteriores a esse séo excluidos, bem como os trés
primeiros pixels a partir da superficie (alta intensidade de reflexao) e os pixels a
partir da posicdo 48, assim garantimos que em todas as colunas serao
avaliadas a mesma quantidade de pixel, que corresponde a uma profundidade

de 450 em relacdo a superficie da amostra visto na Figura 24.
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} Pixel antes da amostra

Pixels de interesse

Pixels excluidos

B Coluna analisada

Figura 24:Selecéo dos pixels de interesse. Fonte: O autor.

Foi feito o gréfico da intensidade dos pixels (eixo y) pela profundidade (eixo x),
e foi feito o ajuste de uma funcéo exponencial para a obtencédo do coeficiente

de atenuacao (Figura 25), conforme as expressoes:

1—’0 = e"217 (1)
y=ex (2)
p=-: (3)

Para cada imagem, foram obtidos os valores de coeficientes de atenuacgao de

100 colunas, sendo a média desses valores o valor do coeficiente de
atenuacdo da imagem. O valor de coeficiente de atenuagdo de um grupo foi
obtido pela média dos coeficientes de atenuacdo das imagens das suas

respectivas amostras.



64

1200 T T T T T T

: data
fitted curve

1000

800
= 800 F
400 - ~——.

200 1

ok - - L L 8 L 5 i .
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
X

Figura 25: Ajuste de uma funcdo exponencial ao grafico da intensidade dos pixels
pela sua posi¢éo do eixe Z (profundidade). Fonte: O autor.

3. 10. Refletividade Integrada
Para o calculo da refletividade integrada, para cada coluna da regido de
interesse foi feito o gréafico da intensidade dos pixels (eixo y) pela profundidade
(eixo x) gréfica, e a integral sob a curva foi calculada para a obtencdo a area
total. Foram utilizados os mesmos critérios de selecdo de pontos que no
coeficiente de atenuacdo (pixel a partir da superficie da amostra, com

profundidade de analise fixa) visto na Figura 25.

3. 11. Micro Tomografia (Micro CT)
As amostras foram submetidas ao escaneamento em microtomoégrafo Skyscan
1272 (Bruker, Bélgica) operando com fonte de raios- X de 20 a 100 KV,
disponivel no Laboratério de Nanotecnologia ho CNPEM (Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais- Campinas, SP), para obtencdo das

projecdes tomograficas bidimensionais, demonstrado na Figura 26.
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Especificagdes do microtomégrafo de raios-X J ==

v

2™ modelo SkyScan 1272

Especificagbes: Softwares de aquisi¢do e andlise

Fonte de ralos ~ X: 20 a 100 keV - SkyScan 1272 / NRecon

Detector de raios ~ X: 16 Mp (4904X3280)

- DataViewer / CTVox
Resolugdo nominal: 350 nm

Amostras: sélidas com dimensdo maxima de “CTan / CTvol
75mm X 70 mm

Figura 26: Especificac6es do Microtomdégrafo utilizadoDo Lnanno- CnpemErro! |
ndicador nao definido..

A reconstrucéo tridimensional foi realizada a partir das projecdes obtidas; para
tanto foi escolhido para representar a regido de interesse (ROI Region Of
Interest), uma Figura geométrica de circulo com 3, 12 mm? foi posicionada na
regido central do alvéolo dental 6sseo, totalmente inserido na regido em que
ocorreu a exodontia e/ou enxertia com biomaterial e para posterior selecédo de

um volume de interesse (VOI, Volume Of Interest).

A binarizagdo para diferenciacdo do osso do restante de tecidos e para
determinacdo do osso neoformado foi definida na escala de histograma de
cinza (150-250) isso consiste na escolha de um limiar para os pixels (threshold)
gue sera aplicado a imagem; todos os pixels que tiverem valores iguais ou
maiores ao limiar serdo convertidos em um valor determinado saturado, em
uma imagem digital com resolugédo de 8 bits esse valor saturado vale 255. No
entanto os pixels com valores inferiores aos do limiar serdo convertidos em 0
(zero). O resultado é uma imagem em preto e branco onde a fase branca
corresponde ao tecido 6sseo e a preta ao restante do tecido (ndo quantificado),

como na Figura 27.
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Figura 27: Imagem de binarizacdo de biomaterial utilizado em regeneracéo 6ssealls.

Definido o VOI e a segmentacdo das imagens, a andlise morfométrica foi
realizada utilizando o software CT Analyser (CTAN, Bruker, Bélgica).

3. 12. Analise histopatoldgica
As amostras foram obtidas pela disseccdo e remo¢do da mandibula do rato.
Foram congeladas a -20°C. As mandibulas foram descalcificadas em
formaldeido tamponado a 10% por 48 h, ap6s processadas em processador de
tecidos e posteriormente incluidos em parafina, foi realizado o corte na
espessura de 3 um e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE)e Picrossirius
Red (Merck).

A analise fotografica das laminas coradas com HE, foi realizada em
microscépio de luz Olympus BX43 e o programa Cellscens Standar. e na
analise clinica avaliou-se as seguintes alteracdes estruturais no local do
alvéolo: presenca/auséncia de tecido 0sseo, processo inflamatorio,
organizacdo tecidual, osso neoformado, remodelacdo com formacdo ou

reabsorcéo do biomaterial.

O Microscoépio de luz polarizada, modelo 61282, Carl Zeiss, Alemanha com
objetiva 16x e as imagens foram capturadas pelo mesmo examinador, por
camera fotogréfica digital (Sony, Japéo) acoplada ao microscopio com zoom de
2,2x, produzindo aumento final de 282 vezes para as imagens das laminas.
Cada imagem foi capturada com luz normal e com luz polarizada, para

diferenciacdo e quantificacado posterior da area contendo colageno.
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Seguiu-se avaliagcdo no Software Image J®versédo 1. 52t Java, desenvolvido por
Wayne Rasband do Reasearch Services Branch, National Institute of Mental
Health € um software processador e analisador de imagens em Java de
dominio publico. Dessa forma pode ser executado em diversos ambientes
operacionais desde gue 0S mesmos possuam uma maquina virtual Java
apropriada. O programa também pode ser expandido por meio de varios novos
plugins.

As laminas coradas com HE destacaram o percentual da area de matriz 6ssea
e nao matriz em relacdo ao campo. A imagem RGB foi transformada em 16 bit,
e em seguida utilizada a inversdo de cores pelo plugin threshold, blackand
White, para obter na imagem somente duas cores. O software torna preta as
cores de interesse e branca as demais areas. Foi determinada a area de matriz
extracelular (desmarcar dark background). Em analyse/ measure tera o
percentual de matriz déssea em relacdo a area total do campo.
Sequencialmente, foi determinada a area de ndo matriz 6ssea com inversao de
cores''® (marcando dark background) e em analyse/measure determina se o

percentual de ndo matriz, como na Figura 28

Figura 28: Imagem das laminas coradas HE avaliadas no software Image J e utilizada a
inversao de cores. (A) matriz e (B) n&o matriz. Fonte: O autor

As avaliacdes das laminas coradas com Picrossirius Red, foram realizadas da

mesma forma no Software Image J, de duas maneiras:

A primeira andlise foi em relacdo ao percentual da area de colageno em

relacdo ao campo. A imagem RGB foi transformada em 16 bit, e em seguida
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utilizada a inversao de cores pelo plugin threshold, blackand White, para obter
na imagem somente duas cores. O software torna preta as cores de interesse e
branca as demais areas. Foi determinada a &rea de matriz extracelular
(desmarcar dark background). Em analyse/ measure tera o percentual de fibras

vermelhas em relacéo a area da matriz, conforme Figura 29.

Figura 29: Imagens das laminas coradas Picrosirius Red avaliada no software Image J. A)
Imagem capturada em luz normal, em RGB, B) Imagem 16 bits e plugin threshold black and
white. Fonte: O autor

A segunda analise foi para determinar a area de colageno (fibras e fibrilas) na
imagem. Para este tipo de analise a lamina foi corada com Picrosirius Red, e a
fotografia em microscépio de luz polarizada para que as cores vermelho,
vermelho-alaranjado, amarelo e verde possam ser quantificadas. Com a
imagem aberta em RGB e a opc¢éao plugins/color fuctions/color deconvolution e
marcada a opcdo RBG. As janelas com a leitura dos pixels em vermelho, verde
e azul aparecem na tela, conforme Figura 30. Foi selecionada a cor a ser
mensurada e a opc¢ao threshold foi selecionada conforme descrito por
Ruifrocket al. (2001)*%°,
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i

Figura 30: Imagem das laminas coradas com Picrosirius Red no software Image J. (A): Imagem
polarizada em RGB. (B) Imagem com leitura em pixels vermelho. (C) Imagem com leitura em
pixels verde. Fonte: O autor

3. 13. Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste de aderéncia de Shapiro — Wilk para
determinar sua distribuicdo. Os dados que apresentaram distribuicdo
aproximadamente normal foi realizado uma andlise de variancia de duas vias.
Os dados que néo apresentaram distribuicdo normal foram utilizados o teste
Kruskal-Wallis ANOVA. O teste para multiplos grupos que indicaram diferenca
estatisticamente significativa foi utilizado um teste post-hoc adequado. O nivel

de significancia foi fixado em a = 0, 05.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise fosfatases acida e alcalina-dosagem de marcadores
0sseos(ALP, AcP).
A Figura 31 mostra o grafico de médias da fosfatase alcalina para todos os

grupos estudados.
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Figura 31:Grafico de médias de fosfatase alcalina dos grupos estudados. As barras de erro
representam os erros padrao. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significativa. Fonte: O autor.

A andlise de variancia de duas vias, para a Fosfatase Alcalina, mostrou que ha
uma correlacdo entre o tratamento proposto e o tempo de andlise (p = 0, 0002,
two-way ANOVA), ou seja, o tratamento aplicado impacta de maneira diferente

o resultado da fosfatase.

Na analise de 15 dias, os grupos Controle e Biomaterial+LED diferem
significativamente do grupo LED (p = 0. 0086 e p = 0. 0379, respectivamente.
Bonferroni) e do grupo basal (p = 0. 0001 e p = 0. 0179, respectivamente.
Bonferroni). Na analise de 30 dias, o grupo basal difere significativamente do
grupo LED (p = 0. 0007. Bonferroni).

Quando comparamos os periodos de analise (15 e 30 dias), foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa nos tratamentos controle e LED (p = 0.
0291 e p = 0. 0030, respectivamente. Bonferroni)
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A Figura 32 mostra o grafico de médias da fosfatase &cida para todos os

grupos estudados.
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Figura 32: Grafico de médias de fosfatase acida dos grupos estudados. As barras de erro
representam os erros padrao. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significativa. Fonte: O autor.

A andlise de variancia de duas vias, para a fosfatase acida, mostrou que ha
uma interacdo entre o tratamento proposto e o tempo de andlise (p = 0,0488,
two-way ANOVA), ou seja, o tratamento aplicado impacta de maneira diferente
o resultado da fosfatase. Também foi encontrada diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos estudados (p = 0. 0271, two-way ANOVA)

Na andlise de 15 dias, os grupos LED e biomaterial diferem significativamente
do grupo basal (p = 0. 0016 e p = 0. 0281, respectivamente. Bonferroni). Na
analise de 30 dias, o grupo controle difere significativamente do grupo
Biomaterial (p = 0. 0175. Bonferroni) e todos os grupos diferem do basal (p < 0.
05 para todas as analises. Bonferroni)

Quando comparamos os periodos de analise (15 e 30 dias), foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa no tratamento LED (p = 0. 0356.
Bonferroni).
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4.2. Tomografia de Coeréncia Optica (Optical Coherence

Tomography- OCT)
A andlise clinica pelas imagens obtidas no estudo, mostrou melhora cicatricial

nos grupos com LED e melhor organizacao tecidual superficial, conforme pode

ser observado na Figura 33.

15 dias 30 dias

1Sdias 30dias

Figura 33: Fotomicrografia de imagens de OCT aos 15 e 30 dias. A) Imagem em pixels dos
reflexos de luz do OCT e B) Imagens escaneadas das amostras mostram nos grupos G3 e G5
melhora cicatricial e organizacéo tecidual superficial. Fonte: O autor.

As imagens obtidas pela tomografia de coeréncia Optica foram analisadas
guanto a seu coeficiente de atenuacao e reflectividade integrada.

A Figura 34 mostra a reflectividade integrada dos grupos estudados.
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Figura 34: Médias de reflectividade integrada dos grupos estudados. As barras de erro
representam os erros padréo. Fonte: O autor.

A andlise de variancia de duas vias demonstrou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa no tempo, nos tratamentos e nas interacaoes para
todos os grupos estudados (p = 0. 1061, p = 0. 7121 e p = 0. 9290,
respectivamente. Two-way ANOVA), conforme pode ser observado na Figura 34.
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Figura 35: Médias do coeficiente de atenuagéo dos grupos estudados. As barras de erro
representam os erros padrdo. Fonte: O autor.

A andlise de variancia de duas vias demonstrou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa no tempo, nos tratamentos e nas interagédoes para
todos os grupos estudados (p = 0. 1982, p = 0. 6005 e p = 0. 8037,

respectivamente. Two-way ANOVA), visto na Figura 35.

4.3. Microtomografia (Micro CT)
A analise de variancia de duas vias da densidade Ossea obtida demonstra
auséncia de diferenca estatisticamente significativa no tempo e nas interacdes
para todos os grupos estudados (p = 0. 535, p = 1. 0000, respectivamente.
Two-way ANOVA), entretanto ha diferenca entre os tratamentos propostos (p =
0. 0001, Two-way ANOVA), conforme pode ser observado na Figura 36.

Em 30 dias, o grupo controle difere significativamente dos grupos biomaterial e
Biomaterial+LED (p< 0. 05, t-test). O grupo LED tambéem difere
significativamente dos grupos biomaterial e Biomaterial+LED (p< 0. 05, t-test).
A andlise em 15 dias demonstrou auséncia de diferenca estatistica entre os

grupos estudados, observado na Figura 36.
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Figura 36: Médias de densidade 6ssea dos grupos estudados. As barras de erro
representam os erros padrao. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significativa. Fonte: O autor.

A analise de variancia de duas vias do volume Osseo obtido demonstra
auséncia de diferenca estatisticamente nas interacdoes para 0S Qrupos
estudados (p = 0. 9753, respectivamente. Two-way ANOVA), entretanto ha
diferenca entre os tratamentos propostos e nos tempos de estudo (p = 0. 0001
e p = 0. 0026, respectivamente. Two-way ANOVA), conforme pode ser

observado na Figura 37.

Em 15 dias, o grupo contole difere significativamente do grupo basal,
biomaterial e biomaterial + LED (p< 0. 05, t-test). A analise em 30 dias
demonstrou que o basal difere significativamente dos grupos controle e LED
(p< 0. 05, t-test); o controle difere significativamente dos grupos Biomateiral e
Biomaterial + LED (p< 0. 05, t-test) e o grupo LED difere significativamente dos

grupos Biomateiral e Biomaterial + LED (p< 0. 05, t-test).
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Quando comparamos os periodos de analise (15 e 30 dias), foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa no tratamento Biomaterial + LED (p = 0.
0362. t-test), conforme Figura 37.
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Figura 37: Médias de volume ésseo dos grupos estudados. As barras de erro
representam os erros padrdo. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significativa. Fonte: O autor.

4.4. Anédlise Histopatoldgica
Na analise clinica histopatoldgica observa-se grande perda estrutural do 0sso
alveolar ap6s 30 dias no grupo controle, no grupo LED aos 15 dias nota-se
intensa atividade de remodelacdo 6ssea com presenca diversas de areas de
reabsorcdo e presenca em grande nimero de osteoblastos, e aos 30 dias 0sso
maduro com apresentacdo de ostedcitos e trabeculado 6sseo mais organizado.

O grupo Biomaterial apresentou as regides no interior do biomaterial e no
tecido O0sseo adjacente bastante desorganizado, com variadas areas de
reabsorgédo tanto aos 15 como aos 30 dias. Ja no grupo Biomaterial+LED o
tecido 6sseo adjacente mostra-se mais organizado e maduro tanto aos 15
como aos 30 dias, porém no interior do biomaterial ndo ha areas de

reabsorgcéo, como observado na Figura 38.
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Figura 38: Imagens da analise histopatoldgica. A) Aspecto do osso com presenca do
dentes, B) Alvéolo dentario 15 dias apésexodontia, presenca de osteoclastos (OC), C)
Alvéolo dentéario 15 dias apés exodontia e tratado com LED, intensa atividade de
remodelacéo com diversas areas de reabsorcéo e formacéo dssea, D) Area de reabsorcéo
(AR) ao redor do Biomaterial (B) e no tecido ésseo alveolar, E) Tecido ésseo melhor
organizado ao redor do Biomaterial (B) menos areas de reabsor¢édo (AR) no tecido 6sseo
alveolar, F) Aspecto do osso com presenca de dente aos 30 dia e trabeculado 6sseo basal
presente, G) Tecido 6sseo maduro com presenca de diversos ostedcitos (OCT) e area do
alvéolo (AL) totalmente reabsorvida, H) Osso maduro com presenca de ostedcitos e
trabeculado 6sseo presentes, 1) Biomaterial (B) com areas de reabsorcao (AR) em seu
interior e no tecido alveolar ainda presentes em 30 dias, J) Tecido 0sseo alveolar maduro e
bem organizado com biomaterial (B) em processo de reabsorcéo. Fonte: O autor

A analise de variancia de duas vias demonstrou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa no tempo, nos tratamentos e nas interagdoes para

todos os grupos estudados, para matriz 6ssea. (Two-way ANOVA), vide Figura
39.
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Figura 39: Médias de matriz 6ssea dos grupos estudados. As barras de erro representam o erro padréo.
Fonte: O autor

A analise de variancia de duas vias demonstrou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa no tempo, nos tratamentos e nas interacaoes para
todos os grupos estudados, para ndo matriz 6ssea (Two-way ANOVA), Figura
40.
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Figura 40: Médias de ndo matriz 6ssea dos grupos estudados. As barras de erro representam o erro
padrao. Fonte: O autor.
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As imagens obtidas no Microscépio de luz polarizado nas laminas coradas com
Picrossirius Red, irdo evidenciar as fibras colagenas j& presentes no tecido(nos
tons de vermelho, laranja e amarelo), e as fibrilas coldgenas (nos tons de verde

e azul) correspondentes a fibras neoformadas, contidas na matriz 6ssea, de
acordo com a Figura 41.

Figura 41: Imagens Picrosirius. As fotomicrografias observa-se grupos de fibras colagenas e fibrilas em

tons de vermelho e verde respectivamente A) grupo basal 15 dias, B) grupo controle 15 dias, C) Grupo

LED 15 dias, D) grupo Biomaterial 15 dias, E) grupo Biomaterial+LED 15 dias, F)grupo basal 30 dias,G)

grupo controle 30 dias, H) Grupo LED 30 dias, I) grupo Biomaterial 30 dias, J) grupo Biomaterial+LED30
dias. Fonte: O autor
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A analise de variancia de duas vias demonstrou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa no tempo, nos tratamentos e nas interagaoes para
todos os grupos estudados para fibra coldgena. (Two-way ANOVA),

demonstrado na Figura 42.

60
50
40

30

20

Fibra Colageno (%)

10 e=@==Basal »==Controle
LED ==@==Biomaterial
==@==Biomaterial + LED

15 dias 30dias

Figura 42:Médias de fibras colagenas entre os grupos estudados. As barras de erro representam o erro
padréo. Fonte: O autor

A analise de variancia de duas vias demonstrou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa no tempo, nos tratamentos e nas interagéoes para

todos os grupos estudados para fibrila (Two-way ANOVA), Figura 43.
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Figura 43: Médias de fibrilas entre os grupos estudados. As barras de erro representam o erro padrao.
Fonte: O autor
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5. DISCUSSAO
A interacdo da fotobiomodulacdo em enxertos 6sseos é amplamente estudado
na odontologia. A maior parte destes estudos avalia a acédo do laser de baixa
intensidade; os estudos com LEDs tem aumentado, mas ainda necessitam de
pesquisas cientificas consistentes que demonstrem sua acéo no tecido 0sseo e
em enxertos com biomateriais. Ainda inexistem padrdes definidos para obter a

melhor fotobioestimulacdo das células 6sseasFro! Indicador ndo definido.

Deste modo, este estudo avaliou o impacto da fotobiomodulacdo na qualidade
de alvéolo dental de ratos Wistar associado ou ndo a biomaterial scaffold,
(Straumann® Cerabone®) adicionado ao alvéolo dental apOs extracdo do
dente. Para tanto foi utilizado um modelo experimental em ratos Wistar cujas
pesquisas para remodelacdo 0ssea sao rotineiras devido ao comportamento de
respostas a lesdes no tecido 6sseo de assemelharem aos humanos?!?!. Além
de apresentarem rapida cicatrizacdo, baixo custo e estarem presentes em

diversas pesquisas em tecido 6sseq®: 110 121,122

A luz selecionada no estudo foi o LED infravermelho pois diversos estudos com
tecido 6sseo a utilizacdo da luz utilizam infravermelho por possuir profundidade
de penetracéo superior no tecido 6sseo quando comparada a luz vermelha %3e

sendo portanto, mais eficiente para a estimulacdo da angiogénese1% %,

Algumas pesquisas utilizaram o LED associado ao uso de enxertos com
biomateriais, confirmando sua acdo na melhora da cicatrizacdo do 0sso em

defeitos 6sseos como resultado do aumento da deposicdo de HA124 125,

Além de provocar mais rapido processo de reparacao e melhora a qualidade do
0sso recentemente formado. Outros resultados de estudos concluem que o
avanco na maturacdo Ossea visto nos grupos irradiados estd ligado ao
aumento na deposicao de colageno. Esse fato esta associado a habilidade dos

osteoblastos irradiados em secretarem mais HAC!?1,

A ALP na pesquisa realizada, mostrou aos 15 dias melhora na formagéo 0ssea
para os grupos Controle e Biomaterial+LED, e no grupo LED similar ao grupo
basal em que ha presenca de dente e temos, portanto, uma homeostase do

tecido tanto para formag¢do como para reabsorcdo 6ssea. Aos 30 dias no grupo



83

LED ocorreu um aumento significativo da ALP diante dos demais grupos, com
isso percebe-se que o LED possibilitou a formacéo éssea e reparo apds cessar
sua aplicacdo. E no grupo Biomaterial+LED, aos 30 dias, nota-se a formacao
O0ssea similar ao grupo basal demonstrando que o LED promoveu uma
aceleracdo na cicatrizacdo e maturacdo O0ssea neste grupo desta maneira,
conclui-se que o LED ndo melhora significativamente a formacdo 6ssea em
comparacao aos demais grupos, porém indica a¢do positiva no remodelamento
e maturacdo do osso. O grupo controle diminuiu a acdo da ALP aos 30 dias
comparado aos 15 dias enquanto o grupo LED aumento significativamente aos

30 a formacgéo éssea comparado aos 15 dias.

Pagim et al, 2014 em sua pesquisa compararou os efeitos do diodo emissor de
luz (LED) e o laser sobre a proliferagdo das células MC3T3 pré-osteoblastos e
diferenciacdo. As células foram irradiadas com vermelho, infravermelho e LED
(3e5J/cm 2). Lasers tinha uma densidade de poténcia de 1 W / cm? e tempo
de irradiacdo de 2 e 5 s. Diodo emissor de luz tinha uma densidade de poténcia
de 60 mW / cm?e tempo de irradiacdo de 50 e 83 s e concluiu que ndo houve
aumento na atividade de ALP tanto com Laser com o LED?5, J4 Li e Leu, 2010
investigou os efeitos sobre a proliferacdo e diferenciacdo osteogénica de
células estaminais mesenquimais (MSCs de rato) usando diodo irradiacdo de
luz vermelha emissores de luz (LED A= 630 nm) aos niveis de irradiancia de 5
e 15 mW / cm?, e exposicdes radiantes de 2 e 4 J / cm? e observaram melhora
em células osteoblasticas avaliadas pela ALP com uso de LED'?” e Pinheiro et
al, 2017 avaliou as alteracdes bioquimicas induzidas por Laser ( A = 780 nm;

70 mW) ou por irradiagdo LED ( A = 850 + 10 nm; 150 mW) durante a
mineralizacdo de um defeito 6sseo em um modelo animal e constatou que a
utilizacdo de fototerapia a Laser melhorou a reparacdo de defeitos désseos
enxertadas com o biomaterial por aumento da deposicéo de fosfato de HA, no
entanto o LED né&o foi tdo eficiente na promog¢éo da maturidade do osso como
o laser nos grupos biomaterial e este fato esta provavelmente relacionado com
a menor formacdo de colageno induzidas por irradiacdo de luz, que ocorre

antes da reabsor¢do e conversdo do biomaterial no osso fosfatado!?2,
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A AcP aos 15 dias demonstrou que nos grupos Led e Biomaterial diferiram do
grupo basal demonstrando menor reabsor¢cdo éssea nesses grupos em relacao
a condicdo de homeostase do tecido que ocorre quando h4 presenca do dente
e, aos 30 dias o grupo controle diferiu do grupo Biomaterial demonstrando
menor reabsorcdo no grupo Biomaterial e todos diferem do basal com menor
atividade osteoclastica. Diante destes resultados n&o se pode associar o LED a
diminuicdo da atividade reabsortiva do tecido uma vez que grupos sem uso da
luz apresentam acédo da AcP semelhante a utilizacdo do LED estando todos
diminuidos em relacdo ao grupo basal, demonstrando atividade baixa da AcP

e, portanto, da atividade osteoclastica no reparo 6sseo.

Este resultado, corrobora com estudo de Zambuzzi et al, 2005'?° no qual a
atividade da TRAP (Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato) foi extremamente
baixa, em seu estudo correlacionou-se o perfil da atividade das fosfatases
acidas com os aspectos histolégicos do tecido reacional em resposta a
implantacdo subcutanea de biomaterial de enxerto preparado com matriz 6ssea
desmineralizada bovina e concluiu que a mensuracdo da atividade de
fosfatases é uma ferramenta interessante para a compreensao dos fendmenos
envolvidos na resposta celular a implantes de materiais 6sseos em tecido
conjuntivo e que as suas atividades especificas avaliadas na pesquisa refletem
variacfes celulares nas diferentes fases do reparo tecidual, e a reabsor¢cao do
material ocorreu com a presenca de baixa atividade TRAP, sugerindo que
outras enzimas, como as metaloproteinases de matriz sejam mais relevantes
para esse processo. A matriz 6ssea bovina pesquisada ndo mostrou potencial
de osteoinducdo, como relatado na literatura, possivelmente pela
desmineralizacdo incompleta do material durante a sua producdo que

preservou fatores inibitérios, como sais de célcio e alguns radicais antigénicos.

As fosfatases acidas séo hidrolases envolvidas em diversos processos como:
reabsorcdo oOssea (TRAP), controle do ciclo celular (Tyr-P) e digestédo
intracelular (FAL)2 e a fosfatase alcalina estd claramente associada a
osteogénese, sendo um importante marcador desse processo. No entanto, em
funcdo da complexidade das respostas celulares aos mais diferentes estimulos,
muitas vezes é dificil determinar a funcdo exata de certas enzimas nos

diferentes processos fisiopatologicos. Assim, recentemente demonstrou-se que
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o perfil destas enzimas varia durante o reparo e em fungéo do tipo de material

implantadot3°.

No presente estudo, utilizou-se modelo experimental de amostra em alvéolos
pos exodontia para estudos de tomografia de coeréncia Optica. Trabalhos com
OCT e tecido 6sse0 sdo escassosS pois, 0s 0ssos estdo localizados muito
internamente, sob camadas de tecidos moles, implicando em uma maior
dificuldade de penetracdo do feixe de luz. Em geral, os estudos utilizam as
imagens obtidas por OCT para medir espessuras e para identificar as

estruturas ésseas e estruturas adjacentes’!

Del-Valle M, 2019 realizou pesquisas em 0sso alveolar suino para avaliar
osteosporose com OCT; as amostras foram preparadas e submetidas a desafio
de descalcificacdo com solucdo acida. A andlise de imagens obtidas por
tomografia por coeréncia O6ptica demonstrou eficacia na distincdo entre

amostras sadias e amostras com osteoporose simulada®3!.

Em outro estudo, foram utilizados fémures de rato, e realizadas perfuracées
para a simulacdo da lesdo e inserindo enxertos 0sseos nos orificios formados.
O imageamento por OCT e por Micro-CT foi realizado durante a regeneracao
do tecido. O estudo concluiu a eficacia da OCT para analise das interfaces
entre 0 0sso e 0 enxerto osteocondutor, avaliando o grau da regeneracéo
0ssea. E por ser um método nédo invasivo que podem ser utilizados no futuro
nas técnicas clinicas usuais e atuar como uma ferramenta de alta sensibilidade
para a investigacdo do comportamento dos substitutos 6sseos a fim de obter

um Novo 0sso013?,

A OCT é uma técnica de avaliacao que visa complementar informacdes sobre a
regeneracdo do 0sso, neoformacdo O0ssea e comportamento cicatricial deste
tecido. Por ser uma técnica ainda pouco estudada em tecido 6sseo ndo ha um

modelo experimental definido.

A avaliagdo do estudo realizado n&o mostrou diferengas estatisticas na
avaliacdo pelo coeficiente de atenuacdo e nem pela refletividade integrada;
uma das possiveis causas recai sobre a irregularidade da superficie alveolar e

presenca de pequena quantidade de tecido mole aderida no sitio cirdrgico o
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que pode ocasionar diferentes espalhamentos e reflexos na incidéncia da luz,
tal fato corrobora com estudos que elucidam que na realizacdo do
imageamento por OCT, h& éangulos de incidéncias do feixe no tecido,
resultando em diferentes espalhamentos e reflexos, e o0 aumento do nimero de
interfaces ar-osso ou ar-liquido dos poros, que possuem indices de refracédo
diferentes do o0sso, resultando em maiores intensidades de reflexdes e

espalhamentos!33. 134,

Além disso, a mudanca na quantidade de mineral presente no tecido também
pode influenciar na interacdo luz-tecido, uma vez que sao alteradas as

guantidades de moléculas que interagem com o feixe de luz**2.

No entanto, na andlise clinica realizada pelas imagens escaneadas (Figura 30

B) nota-se que os grupos em que foram utilizados o LED como tratamento
(LED e Biomaterial e LED) observa-se uma melhor organizagéo cicatricial
superficial resultando em melhor fechamento da ferida cirdrgica indicando que
0 uso do LED apresenta efeitos benéficos sobre o sitio cirdrgico alveolar pos

exodontia.

A Microtomografia computadorizada (Micro-CT) oferece significativo potencial
para a identificacdo de estruturas mineralizadas, a técnica produz imagens 3-D
de osso, permitindo a analise pormenorizada da arquitetura Ossea e

anisotropia®®.

A acéo do LED verificada pela Microtomografia no trabalho executado, avaliou
a densidade e volume 6sseo entre 0os grupos. Houve melhora significativa na
densidade é6ssea no grupo Biomaterial+LED e Biomaterial em relacdo aos
grupos controle e LED aos 30 dias e ndo houve diferenca significativa entre os
grupos aos 15 dias, indicando acdo progressiva do LED no grupo
Biomaterial+LED, ao longo do tempo mesmo apos cessar as aplicacoes.

De maneira semelhante comportou-se o volume 0sseo, no qual ha aumento do
volume nos grupos Biomaterial, Biomaterial+LED e basal em relagédo ao grupo
controle aos 15 dias. E aos 30 dias o grupo basal ainda apresenta maior
volume que os grupos controle e LED nos quais ha auséncia do dente e

biomaterial. A perda do dente resultara em perda significativa do volume 06sseo
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demonstrado em muitos estudos na literatura3® 33 34 36 Erro! Indicador néo d
efinido.. E a presenca de biomaterial com ou sem LED mantém o volume e
densidade 6ssea no processo alveolar'®6, Ndo ha diferenca volumétrica quando
comparamos adicdo do biomaterial com ou sem tratamento com LED, visto nos
grupos Biomaterial e Biomaterial+LED. O volume 0sseo mostrou melhora

significativa entre os tempos 15 e 30 dias no grupo Biomaterial+LED.

Diante disso, formulamos hip6tese de que o LED atua ao longo do tempo,
gerando evolugcdo tanto na densidade como no volume 0sseo e permite
discussédo e realizacdo de estudos futuros que elucidem melhor a acédo deste

tipo de luz na neoformacéo éssea com utilizacdo de biomateriais.

A avaliacao histolégica clinica das laminas, concorda que a perda do dente
ocasiona grande atrofia 6ssea alveolar visto no grupo Controle e LED porém,

mais evidente no grupo controle aos 30 dias.

O tratamento com LED nos grupos LED e Biomaterial+LED, melhora a
maturacdo 6ssea e organizacado tecidual com menores areas de reabsorcdo do
0sso alveolar, desta maneira a fotobiomodulacdo com LED promoveu atividade

positiva no tecido 6sseo.

No entanto, a andlise gquantitativa das laminas coradas tanto com HE como
com Picrossirius Red, ndo demonstraram diferencas estatisticas significativas
entre as amostras, entre os tempos e tao pouco foram observadas interacdes
tanto para matriz e ndo matriz ou quanto as fibras colagenas e fibrilas.
Portanto, as flutuacdes observadas sdo variacbes aleatérias inerentes ao
processo de medigéo.

Relatos legitimando o efeito da fotobiomodulag&o no reparo 6sseo observaram
gue ha éxito na viabilidade de osteoblastos, deposicdo de colageno e formacao
0ssea com uso da TFBM (Terapia com Fotobiomodulag&o) principalmente na
irradiacdo com infravermelho e que ndo apenas a dose total de irradiacédo €
responsavel pela agédo estimulante, mas também o tempo e modo de irradiagéo

sdo importantes'©®,



88

Os parametros e propriedades dos dispositivos sdo 0s responsaveis diretos
pela observacdo dos efeitos celulares e teciduais. Dessa forma para que a
biomodulagcédo seja observavel e positiva a selecdo desses atributos deve ser
correta e apropriada'®”: 138, Em pesquisa na literatura, com Laser e tecido
0sseo, salienta que é dificil comparar os estudos sobre os efeitos do Laser de
baixa intensidade no tecido 0sseo, pois 0os parametros dosimétricos, modelos
experimentais e duracdo de tratamento sdo muito distintos. Além disso a
auséncia de uma janela terapéutica especifica para a dosimetria no tratamento

de consolidacdo 6ssea torna o uso clinico da terapia a laser muito limitado!**.

Embora os mecanismos da TFBM nao estejam devidamente elucidados e n&o
haja um consenso definido sobre o melhor protocolo para uso do LED na
regeneracao 6ssea com utilizacdo de biomateriais, os resultados do presente
estudo ndo demonstraram melhora substancial na qualidade 6ssea quando
comparados apenas ao uso de biomateriais, mas sugerem resultados positivos
do LED tanto na organizacao tecidual apds a injuria como na maturacao do
0sso ao longo do tempo, necessitando de estudos futuros que esclarecam sua
acao e uso para melhora da qualidade 0ssea de biomateriais em enxertias para

preservacao do o0sso alveolar e da arquitetura 6ssea local.



89

6. CONSIDERACOES FINAIS
O estudo ndo demonstrou impacto positivo significante da fotobiomodulagéo
com LED A = 850 nm na qualidade 6ssea do biomaterial scaffold enxertado
guando comparam- se 0S grupos em que utilizou-se o biomaterial associado ou
ndo ao tratamento com LED. N&o foi demonstrado diferenca tanto na
densidade como no volume 0sseo ou mesmo quantidade de fibras colagenas e
fibrilas entre estes grupos; bem como, entre oS grupos apenas exodontia e
exodontia e tratamento com LED.

No entanto, os resultados nos grupos em que houve aplicagao do LED A = 850
nm, apresentaram melhor organizacdo tecidual e aceleracdo da maturagéo
Ossea alveolar, evidenciando atuacdo positiva desta luz no tecido ésseo e
propondo que novos estudos com diferentes parametros dosimétricos sejam
realizados para que seja estabelecido um protocolo seguro na utilizacdo e

melhora da neoformacao 6ssea associado ou ndo a biomateriais.

Apesar do Biomaterial utilizado, Straumann® Cerabone®,possuir largo uso na
odontologia e amplos estudos de sua eficacia em seres humanos, no modelo
de amostra utilizado na pesquisa ndo apresentou tamanho compativel de suas
particulas para alvéolos dentais de ratos Wistar ndo tendo total e adequado
preenchimento do processo alveolar nestes animais, deixando duavidas sobre

0S prejuizos com isso causados na amplitude dos resultados obtidos no estudo.
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Anexos

Anexo A- Certificado de aprovacio pelo Comité de Etica Animal.

UNINOVE Comisséo de Etica no
X N N N Uso de Animais

Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do LED no reparo 6sseo de alvéolos dentais de ratos pés exodontia enxertado com
osso bovino inorginico e membrana de coligeno. ", protocolada sob o CEUA n® 8097130818 (D 000075), sob a responsabilidade de
Alessandro Melo Deana e equipe; Vanessa Dalapria - que envolve a produgio, manutencio efou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com
os preceitos da Lei | [.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de |5 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA),efoiaprovada pela Comissio de Eticano Uso
de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 13/11/2018.

We certify that the proposal "Effect of LED on the bone repair of dental alveoli of rats after exodontia grafted with inorganic bovine
bone and collagen membrane.”, utilizing 48 Heterogenics rats (48 males), protocol number CEUA 8097130818 (o 000075, under the
responsibility of Alessandro Melo Deana and team; Vanessa Dalapria - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching
- is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de
Julho University (CEUA/UNINOVE) in the meeting of | 1/13/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 1 1/2018 a 11/2020 Area: Biofoténica Aplicada As Ciéncias da Saide

Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 12a |2 semanas N: 48
Linhagem: Wistar Peso: 300 a 300 g[

Local do experimento: Biotério Universidade Nove de Julho
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