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RESUMO

A periodontite € uma doenca inflamatéria crbénica, caracterizada pela destruicao
das estruturas de suporte dentario (epitélio juncional, ligamento periodontal, 0sso
alveolar e cemento), com formacao de bolsas periodontais, aumento da mobilidade
dentaria podendo causar perda do elemento dentario. O tratamento consiste em
técnicas de raspagem, para remocao da placa bacteriana e descontaminacdo da
superficie radicular, podendo ou nao requerer tratamento cirlrgico para reconstituicdo
da morfologia dos tecidos periodontais. A fototerapia é uma modalidade terapéutica
com atividade anti-inflamatoria, promovendo a regeneracdo e reparo dos tecidos
conjuntivos por meio da estimulacdo da sintese de matriz extracelular e proliferacéo
celular. Sendo assim, a fototerapia pode promover a reducédo do quadro inflamatério e
estimular o reparo dos tecidos 6sseos e periodontais. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o processo de reparo do tecido 6sseo periodontal irradiado a 940nm (4J/cm?,
4J) apés inducdo de doenca periodontal. Foram utilizados 12 ratos Wistar machos,
pesando aproximadamente 350 gramas, divididos em grupos: P (periodontite, n=2), PR
(periodontite e raspagem, n=5), PRL (periodontite, submetido a raspagem e
LEDterapia, n=5). Os animais dos grupos P, PR e PRL foram anestesiados e realizada
a amarria subgengival dos primeiros molares superiores direito e esquerdo com fios de
amarria ortoddntica, mantidos em posicdo durante 14 dias. Dois animais do grupo
foram sacrificados aos 14 dias para avaliacdo da formacédo de bolsas periodontais.
Apos este periodo foi realizada raspagem e LEDterapia nos demais grupos que foram
eutanasiados 28 dias ap0s o inicio da experimentacdo. Foi realizada analise
microtomografica do volume d&sseo e area de superficie O0ssea nas regides
interproximais e interrradiculares. As diferencas entre os grupos foram comparadas
com teste T de student sendo consideradas significantes quando P<0.05. Nao foram
observadas diferencas no volume 6sseo entre os grupos PR e PRL, no entanto o
grupo PRL apresentou um aumento significativo na area de superficie 0ssea. Os
resultados sugerem que a LEDterapia a 940nm pode aumentar a sintese de matriz

calcificada de o0sso, acelerando o processo de reparo periodontal.



Palavras-chave: Fototerapia. Doenca Periodontal. Regeneracdo. Reparo tecidual.

Inflamacéo
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ABSTRACT

The periodontitis is a chronic inflamatory disease characterized by the destruction of
periodontium (junctional epithelium, periodontal ligament, alveolar boné and
cementum), development of periodontal pockets and increase teeth mobility, that
may lead to tooth loss. The treatment is the root scaling in order to remove dental
plague and decontamite the root surface, associated or not with surgical treatment to
reconstitute the periodontal contour. In this way, phototherapy is a therapeutic
approach that elicits antiinflammatory actions, promoting conective tissue
regeneration and repair by means of matrix synthesis and cell proliferation. The
phototherapy may promote the reduction of inflamatory reactions and repair of bone
and peridontal tissues. The aim of this work was to evaluate the repair of periodontal
bone irradiated at 940nm (4J/cm?, 4J) after induction of periodontal disease. Twelve
male Wistar rats, weightening 350 g, were alocated in groups: P (periodontitis, n=2),
PR (periodontitis and scaling and root plaining, n=5), PRL (periodontitis, scaling and
root plaining and LEDtherapy, n=5). The animals of P, PR e PRL were anesthesised
and submited tooth orthodontic lignature in the left and right upper first molars
matained in position during 14 days. Two animals were killed after 14 days to
evaluate formation of peiodontl pockets. Animals were submitted to scaling and root
plaining with or without LEDtherapy and euthanized at 28 days. The microtographic
were realized to determine the bone volume and bone surface area in the
interproximal and interadicular areas. The diferences between groups were tested
with T Student test considering P<0.05. There was no diferences in bone volume
between PR and PRL groups. However, the PRL group presented increased bone
surface area. The results suggested that LEDtherapy at 940nm may increase the

synthesis of cacified boné matrix, accelerating the periodontal repair.



Keywords: Phototherapy. Periodontal disease. Regeneration.Tissue repair. Inflammation
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1 INTRODUGCAO

1.1 IDENTIFICACAO DA DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal crénica ou periodontite apresenta alta prevaléncia na
populacao adulta (acima de 30 anos), com estimativas a ser observada em 47 a 70%
da populacdo, dependendo da ferramenta de coleta de dados utilizada.
Considerando a profundidade de sondagem acima de 3mm como critério de
diagnostico, 72% da populacdo apresenta pelo menos um dente com doenca
periodontal. No entanto, a profundidade de sondagem superior a 5mm (doenca
periodontal avancada), afetando um ou mais dentes pode ser observada em

aproximadamente 21 a 42% da populacéo adulta (PETER et al., 2014).

A periodontite € definida como uma doenca inflamatoria cronica,
provocada pelo acumulo de placa bacteriana, induzindo a destruicdo dos tecidos do
periodonto de insercao, incluindo a degeneracdo do ligamento periodontal e
reabsorcdo do osso alveolar (ARMITAGE, 1999). O biofilme dental apresenta uma
microbiota complexa e inter-relacionada entre si e com a profundidade de
sondagem, composta por Porphyromonas gengivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola, Eubacterium nodatum, Porphyromonas micra, Agregatibacter
sp., Fusobacterium nucleatum, Capnocitophaga gingivalis, Campylobacter sp.,
Prevotella sp., entre outros (POLLANEN et al., 2012; TELES et al., 2012; LOOZEN
et al., 2014). A medida que a superficie dentaria € colonizada, a composicdo e
viruléncia da placa bacteriana é alterada, com a transicao do biofilme predominante
gram-negativo para gram-negativa anaerébica (POLLANEN et al., 2012). No entanto,
fatores de risco individuais (idade, género, diabetes, obesidade, predisposi¢cédo
genética, consumo de alcool e fumo) também contribuem para o aumento da
prevaléncia e severidade da doenca periodontal (GENCO E BORGNAKKE , 2013).

A colonizagcdo da superficie dentaria por microorganismos promove o
recrutamento de liberagdo de mediadores inflamatérios, citocinas e enzimas (
HIRSCHFELD et al., 2015). Alteragdes no tecido conjuntivo, devido a ativacédo de
receptores do tipo Toll-like (TL), e receptores ativados por proteinases por produtos
bacterianos, induzem a producdo de mediadores inflamatorios (interleucina-8 [IL-8],
interleucina-1beta [IL-1B]), alteracbes vasculares, recrutamentos de células

inflamatoérias. A presenca de mediadores inflamatoérios inibe a proliferagcdo de
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fibroblastos, a producdo de matriz extracelular e promove a producdo de
metaloproteinases que resultam na degradacdo da matriz extracelular (POLLANEN
et al., 2012). O recrutamento e ativacdo de neutréfilos e macrofagos para o tecido
periodontal e sulco gengival, provoca a destruicdo do tecido periodontal por
liberagcdo de granulos contendo enzimas (mieloperoxidase, elastase, gelatinase etc)
e por estresse oxidativo (BENAKANAKERE E KINANE, 2012). O estimulo
inflamatorio crénico provocado pelos periodontopatégenos promove a estimulacao
da resposta imune adaptativa, com o recrutamento de linfécitos T e B. O
desenvolvimento da resposta imune adaptativa com padrdao 1 (TH1), ou resposta
imune celular, estd associado a progressdo da periodontite, com a producdo de

citocinas inflamatdrias e ativacdo de macréfagos.

A periodontite € um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, incluindo a hipertensdo, aterosclerose e o infarto agudo do
miocardio. Em pacientes com periodontite que desenvolveram infarto agudo do
miocardio é observado um aumento significativo dos niveis de marcadores
inflamatorios circulantes, incluindo a proteina C reativa (73%) e o fator de necrose
tumoral alfa (134.3%) em relacdo aos pacientes ndo periodontopatas (EL-
BESHBISHY et al.,, 2014). Um estudo em pacientes japoneses revelou que existe
uma associagado entre a aterosclerose e doenca periodontal, sendo que o aumento
da profundidade de sondagem (perda de inser¢cdo) apresentou associagdo com o
aumento de espessura e rigidez da carétida (HAYASHIDA et al., 2013).

A eliminacdo do biofilme subgengival, por meio de técnicas de
curetagem e raspagem, e a descontaminacdo da superficie dentaria radicular
constitui a principal modalidade terapéutica no tratamento da periodontite em bolsa
periodontais com profundidade até 5mm (HAYASHIDA et al., 2013). O processo de
reparo do tecido periodontal é lento e a proliferacdo do epitélio do sulco gengival

induz a formacao de um epitélio juncional longo.

1.2 REABSORCAO OSSEA PERIODONTAL: MEDIADORES INFLAMATORIOS
QUE PROVOCAM ATIVACAO DE OSTEOCLASTOS E REABOSRCAO OSSEA
PERIODONTAL
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A doenca periodontal possui mecanismos com interagées complexas, dentre
eles produtos bacterianos, células do hospedeiro e fatores biolégicos ativos
localmente produzidos, mediadores quimicos, como as prostaglandinas e citocinas,
contribuindo para a progressdo da doenca, causando reabsorcdo éssea entre
outros. Para que ocorra a reabsorgcdo 0ssea, 0s osteoclastos devem ser ativados e
recrutados para reabsorverem matriz de tecido mineralizado. Os osteoblastos
controlam, indiretamente, a atividade reabsortiva por meio de sinalizacdes tanto
autocrinas quanto paracrinas, com producao local de citocinas e prostaglandinas
envolvidas no recrutamento e na maturagdo dos osteoclastos. Intervencdes
farmacoldgicas sdo muitas vezes utilizadas como coadjuvantes na terapia da doenca
periodontal, controlando a producdo de mediadores inflamatérios (GURGEL et al.,
2005).

Algumas substancias naturais, possuem acdes terapéuticas, como a
qguercetina, um flavondide que é encontrado na dieta humana (frutas, legumes,
cereais) e possui dentre as propriedades a acdo anti-inflamatoria (BEHLING et al.,
2008). Em um estudo experimental, o qual visava avaliar o efeito da quercetina
sobre a destruicdo periodontal em ratos, foi possivel analisar que houve diminuicéo
na formacdo de osteoclastos quando a quercertina foi administrada aos animais.
Muitos osteoclastos com lacunas de reabsorcdo foram facilmente observadas na
superficie alveolar em ratos que receberam 5 mg /ml de LPS (Lipopolissacarideos),
enquanto que a formacao de osso foi observada nas superficies dos alvéolos em
ratos que nao receberam nenhum LPS, o tratamento com quercetina (75 mg/kg)
reduziu o numero de osteoclastos induzida por LPS (CHENG et al., 2010). Esses
resultados sugerem que 0 uso de terapia anti-inflamatoria pode inibir a reabsorgéo

do tecido 0sseo periodontal.

Certos farmacos néo-esteroides anti-inflamatorios sdo usados em tratamento
periodontal, alterando a progressao da doenca, sendo assim uma boa alternativa
para se utilizar como uma terapia coadjuvante (CHENG et al.,, 2010). O uso de
inibidores da cicloxigenase- 2 (COX-2) seletivos sob a forma de aplicacdo local, tais
como: pastas dentifricas, géis, solucbes de bochecho, dispositivos de liberacdo
lenta, e aplicacdo tépica, podem ser eficazes ou podem fornecer beneficios como
agentes adjuvantes para terapia mecanica, evitando ou reduzindo a perda de 0sso e

os efeitos secundarios de seu uso sistémico (LIU et al.,, 2010). Num experimento
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reproduzindo periodontite em ratos, observou-se que Lumiracoxib, um inibidor
altamente seletivo da COX-2, foi eficaz na reducdo do infiltrado inflamatorio,
destruicdo das fibras de colageno, cemento e reabsorcdo Ossea na area de
bifurcacdo. Os efeitos do Lumiracoxib sobre a doenca periodontal humana tém sido
pouco examinado, assim, novos estudos s&o necessarios para entender o papel
desta droga na fisiopatologia da doenca periodontal cronica e durante a cicatrizagao
periodontal a longo prazo. (GARCIA et al., 2010).

Algumas substancias acabam induzindo a doenca periodontal, como é o caso
das metaloproteinases de matriz (MMPs), que compdem uma grande familia de
calcio dependente, contendo zinco- endopeptidase. Dentre 0s processos patoldgicos
gue acometem a cavidade bucal e envolvem a participacdo das MMPs, destacam-se
a destruicao tecidual periodontal, lesdes de carie radicular, metastases em alguns
tipos de tumores e as desordens da articulagdo temporomandibular (NAVARRO et
al.,2006).

Segundo um estudo tendo como objetivo investigar a expressao e localizacao
de MMP-8 e MMP-13 durante o desenvolvimento de periodontite induzida por
ligadura em ratos, durante 21 dias, e analisar as correlagcdes de inibidores de
metaloproteinases com a MMP-8 e MMP-13 em periodontite. A MMP-13 pode estar
envolvida na destruicdo do osso alveolar, bem como na remodelacdo do 0sso
fisiolégico e a MMP-8 é expressa principalmente neutréfilos e pode estar associado
com a destruicdo da gengiva durante a inflamacdo. Os resultados do presente
estudo indicam que o inibidor de metaloproteinase pode regular a MMP-13 na
periodontite, mas ndo MMP-8. (YANG et al., 2013). H4 um interesse crescente no
desenvolvimento de pesquisas de inibidores biolégicos de MMPs que possam ser

utilizados com sucesso e seguranca na clinica odontolégica (NAVARRO et al.,2006).

1.3 DIMINUICAO DA DENSIDADE OSSEA NA DOENCA PERIODONTAL:
ESTUDOS MICROTOMOGRAFICOS

A destruicdo tecidual que ocorre em modelos de ligadura experimental
em ratos, do mesmo modo que na doenga periodontal em humanos, esta associada
com a resposta do hospedeiro, expressa com a formacdo de um infiltrado

inflamatorio na gengiva antes da reabsorcédo 6ssea. Nos ratos, a perda dos tecidos
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de insercéo e 6ssea ocorrem num periodo de 7 dias. Assim como na periodontite em
humanos, a perda 0ssea alveolar nos modelos de ligadura dependem da presenca
de bactérias (BEZERRA et al., 2002). A distingdo entre tecido 0sseo e 0s demais
tecidos se da pela propriedade de mineralizacdo da matriz permitindo a formacéao de
um tecido duro (ROSS ROMREL,1993). A reparacdo 0ssea € mais lenta em relacédo
ao de tecidos moles, pois ha diferenca na morfologia e composi¢céo tecidual. O
tecido 6sseo possui enorme capacidade de regeneracao, permitindo a restauracéo e
funcéo original (PINHEIRO et al., 2003). H& varios métodos para se obter a perda
Ossea alveolar, entre alguns deles podemos citar os histolégicos, morfométricos e
radiologicos.

Porém, estes fornecem informac¢des bidimensionais (2D) de uma estrutura
tridimensional (3D). A microtomografia computadorizada (micro-CT) vém sendo
utilizada como uma nova técnica de se avaliar as estruturas 3D dos tecidos duros,
podendo construir um 0sso e analisar os dados com alta precisdo, sem danificar a
estrutura. A tecnologia 3D é uma ferramenta poderosa para a analise quantitativa e
qualitativa da morfologia do osso alveolar (FERNANDES P.G,2014). As imagens
reconstruidas fornecem informacdes 3D sobre tecidos rigidos internos (LIU et al.,
2010), sendo assim, podemos obter medidas da altura do osso, densidade 6ssea,
estrutura 6ssea, trabeculado 6sseo, superficie do tecido, matriz tecidual, volume do

tecido entre outros.

1.4 FOTOTERAPIA

O tratamento utilizando o Laser (Light-Amplification of Stimulated
Emission Radiation) de baixa intensidade tém sido utilizada como uma modalidade
terapéutica para promover a cicatrizacdo de feridas desde 1970 (CHANG et al.,
2013).

O diodo emissor de luz (LED — Light-emitting diode) é um dispositivo
semicondutor que emite uma luz de baixa intensidade variando comprimentos de
onda espectro ultravioleta ao infravermelho. Foi demonstrado que a luz emitida por
LEDs facilita a reparacdo de feridas por meio da estimulagdo da passagem de
elétrons pela cadeia respiratéria mitocondrial, promovendo o aumento da sintese de
ATP e promovendo a sintese de colageno e inibindo a expressédo das MMPs. Sendo

utilizado na reparacao dos tecidos conjuntivos (CHANG et al., 2013).
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A LEDterapia promove a neoformacdo Ossea e revascularizagéo,
aumentando a quantidade de célcio, fosforo, colageno e trabéculas dsseas. No
entanto, o mecanismos de atuacdo sobre a neoformacédo Ossea ainda nao esta
totalmente esclarecida (TRELLES et al., 1987). Os dispositivos terapéuticos com
LED demonstram atividades anti-inflamatéria e promovem a estimulacdo de
regeneracao e reparo tecidual, em comprimentos de onda variando de 604 a 940nm
(KARU, 1987; WHELAN et al., 2003). A fototerapia utilizando lasers promovem
efeitos pro-regenerativos sobre o tecido ésseo in vivo e in vitro (BARBOS PINHEIRO
et al., 2003; PIRES OLIVEIRA et al., 2008; POPPI et al., 2011). A fototerapia induz a
diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos (BOUVET-GERBETTAZ et al., 2009;
PIRES OLIVEIRA et al., 2011), acelera a deposicdo e remodelamento da matriz
0ssea (BARBOS PINHEIRO et al., 2003; HABIB et al., 2010; POPPI et al., 2011).

Um recente estudo em ratos demonstrou que a administracdo de
laserterapia (808nm, 10J) pode promover reducdo significativa do infiltrado
inflamatério e numero de osteoclastos, além de aumento da éarea de 0sso
neoformado e deposicdo de colageno, em lesBes de furca induzidas
experimentalmente (THEODORO et al., 2015). A LEDterapia pode melhorar o
processo de cicatrizacdo de lesbes do tecido periodontal, podendo aumentar a
diferenciacdo de células mesenquimais em fibroblastos (CASALECHI et al., 2009;
VINCK et al., 2003).

Outra pesquisa realizada avaliou quantitativamente os efeitos do laser
(660 nm) sobre a atividade das células do osso dos ratos durante o periodo
inflamatoério. Os resultados indicaram que o volume do osso, volume ostedide,
namero osteoclastos foi maior no grupo irradiado, indicando que houve aumento a
atividade nas células 6sseas em torno do local da lesdo. Porém n&o houve
alteracdes significativas na espessura trabecular, nimero trabecular e separacéo
trabecular, nem na arquitetura 6ssea com indices estruturais normais (NICOLAU R.
A et al.,2003).

A atuacdo da terapia de baixa poténcia na periodontia usada como
coadjuvante ao tratamento convencional ndo cirargico reduzindo 0S processos
inflamatorios de origem infecciosa ou traumatica, se da principalmente em relagédo a
regeneracdo tecidual e Ossea, efeito anti-inflamatorio e analgésico, estimulo da
microcirculacdo sanguinea, vasodilatacdo e angiogénese, além da acdo sobre a

sintese de mediadores inflamatérios como prostaglandinas E2 (PGE2) COX-2 e IL-
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18. Além disso, a LEDterapia expressa significativa melhora da sensibilidade
dentinaria decorrente do processo de raspagem e alisamento radicular (RAR, e
gquando associada com a RAR, obteve uma reducdo da perda Ossea e da
inflamacéo, estimulando a reparacdo do tecido gengival e do ligamento periodontal
(PRATES ARAUJO RENATO et al., 2012).

No entanto, os efeitos locais da LEDterapia sobre a deposicdo de
matriz Ossea calcificada periodontal ainda nao foi totalmente esclarecida.
Considerando que a LEDterapia € administrada com diodos que podem irradiar
areas mais amplas de tecido, além de possuir custo reduzido em relacado ao laser
(KARU, 1987), esta modalidade de tratamento pode ser clinicamente viavel como

adjuvante do tratamento periodontal.
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2 JUSTIFICATIVA

A doenca periodontal, possui uma alta prevaléncia na
populacdo, e que se nédo tratado corretamente pode levar até a perda dentéria,
sendo de grande interesse que se obtenha novos métodos que auxiliem no reparo

periodontal.
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3 OBJETIVOS
Objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do tecido 6ésseo durante o

processo de reparo da doenca periodontal induzida em ratos com e sem aplicacéao

de fototerapia a 940 nm.
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4 METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a apreciacao
e aprovacao prévia do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual de Londrina, sob o protocolo CEUA n° 8182.2015.89.

4.1 Animais e grupos experimentais

Ratos Wistar, aproximadamente 350 gramas, foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina e mantidos no biotério de
experimentacdo animal do departamento de Histologia/CCB/UEL. Os animais foram
alojados em gaiolas plasticas, alimentados com racdo e agua potavel a vontade. O
ambiente foi mantido a aproximadamente numa temperaturas de 25°C, em regime
de luz/escuriddo de 12 horas.
Foram utilizados 12 ratos Wistar e divididos em 3 grupos:

Grupos experimentais:

e Grupo Periodontite- P (n=2): animais submetidos a periodontite experimental
e eutanasiados apés 14 dias.

e Grupo Raspagem- PR (n=5): animais submetidos a periodontite experimental
durante 14 dias, raspagem e eutanasiados ap0s 28 dias.

e Grupo Raspagem + LEDterapia- PRL (n=5): animais submetidos a
periodontite experimental durante 14 dias, raspagem e LEDterapia e

eutanasiados apos 28 dias.

4.2 Sedacéo, anestesia

Os animais dos grupos P, PR e PRL foram anestesiados com solucao de
cloridrato de quetamina (50mg/kg) e xilazina (10mg/Kg), via intramuscular, na regiao
de intraperitoneal. ApOs a sedacédo e anestesia, foi realizado a amarria dos primeiros
molares superiores direito e esquerdo, com fio ortoddntico 0.20mm. O fio foi passado

pelo espaco interproximal entre o primeiro e segundo molar e trancado na face
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mesial do primeiro molar sendo inserido na regidao subgengival utilizando sonda
clinica nimero 5, a fim de induzir uma reacao inflamatéria associada ao acumulo de
placa no periodonto de insercdo dos molares superiores. O fio permaneceu em
posicdo durante 14 dias. ApOs este periodo, 0os animais foram novamente
anestesiados para remocdo do fio de amarria, procedimentos de raspagem
periodontal e/ou aplicacdo de LEDterapia (fototerapia).

4.3 Raspagem Periodontal

O procedimento de raspagem foi realizado com o uso de micro curetas
Gracey (numero 13 e 14) nos grupos PR e PRL, inserindo a ponta ativa da
microcureta nas faces mesial, distal, vestibular e lingual dos primeiros molares
superiores. Foram realizados 10 movimentos de raspagem contra a superficie
radicular, sem realizar compressao no sentido apical. O procedimento foi realizado

em uma Unica sessao, ap0s a remocao da amarria, com 0s animais anestesiados.

4.4 Fototerapia

Foi utilizado um aparelho protétipo confeccionado com LED
desenvolvido pelo laboratério de Optica e Opticoeletrdnica do Departamento de
Fisica da Universidade Estadual de Londrina, que consiste de um dispositivo com
seis diodos emissores de luz com 16.6mW de poténcia, a area irradiada foi de 1cmz2,
com intensidade de 4J/cm?, densidade de 9,5 mW/cm. A fototerapia foi aplicada
imediatamente apds a remoc¢do da amarria e raspagem do grupo PRL (14 dias), com
a fonte emissora de luz posicionada perpendicularmente sobre o primeiro molar
superior direito e esquerdo, a uma distancia de 1 cm 2, durante 4 minutos em cada

lado. O comprimento de onda utilizado foi de 940nm.

4 5 Eutanasia

A inducao da eutanasia ocorreu 14 dias apos a remocéao da amarria do grupo P, e
28 dias depois nos grupos PR e PRL, por injecdo intramuscular de sobredosagem de
solucdo anestésica de cloridrato de quetamina e xilazina), via intramuscular, na

regido de intraperitoneal. (2ml/kg). Imediatamente apds a avaliagdo do estado de
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inconsciéncia do animal (auséncia de reflexos motores ao estimulo mecanico nas
patas traseiras). Ap0s a constatacdo do Obito do animal (auséncia de reflexos
motores e parada cardiorrespiratoria) amostras de maxila foi imediatamente

coletada.

4.6 Avaliacdo Microtomogréfica

As maxilas esquerdas foram removidas e mantidas em formalina
tamponada durante 24h e depois colocadas em alcool 70% até a realizacdo da
microtomografia. A tomografia do osso alveolar maxilar foi realizada como descrito
por Park (2007) (Park et al., 2007). Uma varredura de micro CT - scanner num plano
para sagital aproximado através dos dentes foi completada para cada amostra,
produzindo uma vista bucal para lingual da maxila de rato que se assemelha a vista
habitualmente obtida em radiografias periapicais. 10 imagens uniformemente
espacadas foram capturadas da raiz e do 0sso alveolar entre molares. As imagens
de micro-CT dos ratos foram usadas para a técnica de sobreposicdo usando
software comercial de andlise de imagens médicas 3D (Ratoc, Ratoc System
Engineering, Toquio, Japdo). Os indices medidos determinaram a localizacdo e

volume da perda mineral.

4.7 Andlise Estatistica

A distribuicdo de normalidade dos dados foi avaliada por meio de teste de
Kolmogorov-Smirnov. Dados com distribuicdo paramétrica foram comparados com o
teste ANOVA e pos hoc de Tukey. Para dados co distribuicdo ndo-paramétrica foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pos hoc de Dunn. Diferencas entre grupos

foram consideradas significantes se P < 0.05.
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5 RESULTADOS

Apés 14 dias, dois animais foram sacrificados para avaliacdo da
presenca de doenca periodontal, grupo P (figura 1). A imagem microtomografica
revelou a presenca de bolsas periodontais nas regides distal, mesial e faces livres
dos primeiros molares (figura 2 e 3). A regido de escolha para realizacdo da
microtomografia do tecido 0sseo foi a cortical éssea distal, devido a presenca de

bolsas mais profundas nestas regides.

e

Figura 1. Vista vestibular e palatina de molares superiores de rato Wistar submetidos
a amarria para inducdo de doenca periodontal. Presenca de bolsa intradéssea na
cortical 6ssea distal (seta).

Fig 2. Fig 3.

Figura 2. Analise microtomografica do primeiro molar superior esquerdo de

rato Wistar submetido a amarria para inducéo experimental da doenca periodontal,
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durante 14 dias, raspagem e eutanasiados apds 28 dias. A imagem demonstra
cortes no plano oclusal, disto mesial e vestibulo palatina. Areas de reabsorgdo 6ssea

(linha vermelha) puderam ser identificadas na cortical 6ssea distal.

Figura 3. Andlise microtomografica do primeiro molar superior esquerdo de rato
Wistar submetido a amarria para inducdo experimental da doenca durante 14 dias,
raspagem e LEDterapia e eutanasiados apds 28 dias. A imagem demonstra cortes
no plano oclusal, disto- mesial e vestibulo palatina. Areas de reabsorc¢éo 6ssea (linha
vermelha) puderam ser identificadas na cortical 6ssea distal, sendo menor do que a

encontrada no grupo periodontite e raspagem.

Os animais dos grupos PR e PRL foram sacrificados 28 dias apos a inducdo
da periodontite. A analise microtomografica demonstrou que ndo houve diferencas
significativas no volume de matriz 6ssea mineralizada por area de tecido 6sseo

(Teste T de Student, P>0.05) entre os grupos irradiados e nao irradiados (figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo microtomogréfica da percentagem de 0sso na regido de
base da bolsa periodontal distal de ratos submetidos a periodontite experimental e
raspagem (PR n=5) e raspagem com LEDterapia (PRL n=5). Teste T de Student
(P>0.05).

No entanto, a LEDterapia promoveu o aumento da area de superficie

de matriz 6ssea mineralizada (P<0.05, Teste T de Student), sugerindo que a
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LEDterapia possa estar promovendo uma aceleragcdo no processo de formacao de
centros de calcificacéo (figura 5).

Superficie 0ssea

8 *

PR PRL

Figura 5. Avaliacdo microtomografica das areas de superficie 6sseas em
calcificacdo na regido de base da bolsa periodontal distal de ratos submetidos a
periodontite experimental e raspagem (PR n=5) e raspagem com LEDterapia (PRL
n=5). Teste T de Student (P<0.05).
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DISCUSSAO

A partir do presente estudo foi observado que a LEDterapia a 940nm
aplicada durante o processo de reparo da doenca periodontal ndo promoveu
aumento da densidade Ossea, observado pelo volume Gsseo total. No entanto, o
rastreamento das &reas de superficie 6ssea por volume de tecido periodontal
investigado indicam formac&o de mais centros de ossificacdo no grupo de animais
irradiados.

De acordo com Giordano, 2001 a fototerapia é provavelmente absorvida
na cadeia respiratéria mitocondrial, aumentando o metabolismo celular, podendo
ocasionar aumento da transducdo de sinais e outras regibes celulares, e
estimulando o reparo tecidual 6sseo.

A LEDterapia adjunta a doenca periodontal tem sido estudada por
varios autores que comprovam sua eficacia, promovendo o reparo dos tecidos
periodontais e regeneracdo 0ssea (ZARE, D et al.,2014; SOTO-BARRERAS, U. et
al.,2013; PRATES A. R. et al.,2012).

Theodoro, 2015 realizou um estudo demonstrando que a administracao
de laserterapia (808nm, 10J) promoveu uma reducdo significativa do infiltrado
inflamatério e numero de osteoclastos, além de aumento da area de 0sso
neoformado e deposicdo de coldgeno, em lesbes de furca induzidas
experimentalmente.

Diamantino, 2010 em uma pesquisa de Mestrado, avaliou que a terapia
a laser em defeitos 6sseos promovidos cirurgicamente em fémur de ratos resultou
em reparo 0sseo, maior quantidade de tecido neoformado, arquitetura éssea e
maturagcdo mais avancada na area de reparo, ndo havendo significancia na
densidade 6ssea. O mesmo foi observado no presente estudo.

Outro estudo semelhante realizado por Nicolau, 2003 onde avaliou
quantitativamente os efeitos do laser (660 nm) sobre a exposi¢cédo do fémur perfurado
com broca cirtrgica. Os resultados indicaram que o volume do 0sso, volume
ostedide, numero de osteoclastos foi maior no grupo irradiado, indicando aumento
das atividade nas células 6sseas em torno do local da lesédo. Porém n&o houve
alteracdes significativas na espessura trabecular, nimero trabécula e separacéo
trabecular, nem na arquitetura 6ssea. Entretanto no presente trabalho, a espessura

trabecular houve alteracdes significativas. Podendo sugerir que a quantidade de
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energia utilizada no presente trabalho, possa ter levado ao aumento do trabeculado,
porém mais estudos devem ser realizados.

Pires, 2009 determinou a acéo do laser (904 nm) na reparacédo 0ssea da tibia
de ratos. Observando a aceleracdo do processo de reparacdo de fraturas,
especialmente na fase inicial da regeneracdo 6ssea. O desenvolvimento de novas
técnicas para acelerar o processo de reparagdo Ossea tem proporcionado
significativo avanc¢o no tratamento sobre os efeitos bioestimulantes no osso.

Karu, 1995 descreveu que o beneficio da aplicacdo da LEDterapia no
processo de maturacdo O0ssea se da nos estagios iniciais de reparo 0sseo, estando
relacionado a secrecdo de matriz coldgena, proliferacdo e diferenciacédo celular. No
entanto, o curto prazo de reparo 0sseo observado no presente estudo pode néo ter
sido suficiente para observar alteracfes significativas no volume total de tecido

calcificado.
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CONCLUSAO

Baseado nos parametros empregados e nos resultados obtidos pode-se
concluir que a LEDterapia a 940 nm pode proporcionar um efeito reparador no tecido
0sseo, aumentar a sintese de matriz calcificada de 0sso, acelerando o processo de

reparo periodontal.
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IIL JI' Universidade

=& Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 185/2015 Londrina, 30 de Setembro de 2015.

Prezada Pesquisadora,

Certificamos que o projeto intitulado "Estudo experimental dos efeitos da
fototerapia sobre o tratamento periodontal”, protocolo CEUA n° 8182.2015.89, sob a
responsabilidade de Solange de Paula Ramos, que envolve a produgdo, manutencdo e/ou
utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA/UEL), em reunido realizada em 16/06/2015.

O projeto tem como objetivo avaliar o efeito da aplicagéo da fototerapia no reparo do
tecido periodontal e em marcadores sistémicos e teciduais de risco cardiovascular de ratos com
periodontite induzida. Os animais serdo anestesiados e sera realizada a amarria subgengival dos
primeiros molares superiores direito e esquerdo com fics de amarria ortedéntica, que serd
mantido durante 14 dias. Apds esse periodo, a amarria seré removida e os procedimentos de
raspagem e LEDterapia ser&o realizados. As maxilas do lado direito serdo utilizadas para anlise
histologica de areas de inflamagéo e presenca de lesdes periodontais, osteoclastos e células
imunomarcadas para IL-1beta, TNF-alfa, RANK e RANKL. Os niveis de proteina C reativa em
sangue e o risco de les&o vascular serdo avaliados por ensaio bioquimico e fungéo contratil e
relaxante da aorta isolada, respectivamente. As diferencas entre os grupos experimentais serfo
avaliadas pela fungéo de ANOVA (pos-teste de Turkey) para dados com distribuicio normal, ou
teste de Kruskal Wallis (pds-teste de Dunn).

Vigéncia do Projeto 01/08/2015 a 31/08/2017
Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 60

Peso/ldade Indeterminado

Sexo Machos

Origem Biotério Central da UEL
Amostras a serem coletadas Maxila, aorta e sangue

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente a execugéo das modificagdes.

Coloco-me a disposigdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria.
Sem mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

U\} jd}/ (,(bu WA

Prof. Dr. Waldlce ApareCIdo rri Junior
Coordenador da CEUA/U

llma. Sra.

Profa. Dra. Solange de Paula Ramos

Coordenadora do Projeto

Departamento de Histologia / Centro de Ciéncias Biologicas

Com copia para André Junior da Conceicao (Chefe da DP-IC/PROPPG), Luiz Carlos Juliani (Diretor do Biotério

Central da UEL), Chefe do Departamento de Histologia e Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biologicas.
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