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RESUMO:
Objetivo:

Observar, por meio de andlise histoldgica, o efeito da associa¢do de dois comprimentos
de onda 808 e 660nm da fotobiomodulacdo a laser (FBML) na formacdo de vasos

sanguineos no ligamento periodontal de dentes reimplantados em ratos Wistar.
Materiais e Método:

Vinte ratos compuseram 0s grupos, estes foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos (n = 5) de acordo com o tratamento antes e ap0s o reimplante dentério, a saber:
GP — exposto ao meio seco, sem FBML; GPL — exposto ao meio seco, e, FBML; GLI —
conservagdo em leite integral, sem FBML; GLIL — conservagdo em leite integral e
FBML. Em seguida, os canais foram preparados e preenchidos com pasta de hidréxido
de célcio. Os ratos foram eutanasiados 15 dias apds o reimplante. A hemimaxila direita
incluindo o incisivo central reimplantado foi removida, fixada em solucéo de formalina
a 10% e processada histologicamente para coloracdo em hematoxilina-eosina (HE). As
laminas foram avaliadas por meio de analise descritiva comparativa, em aumento
original de 100X, utilizando critérios semiquantitativos quanto a presenca de vasos

sanguineos.
Resultados:

Os grupos GP e GLI tiveram menor numero de vasos sanguineos sem diferencas
estatisticamente significantes entre eles. Ja os grupos GPL e GLIL tiveram maior
proliferacdo de vasos sanguineos, poréem sem diferenca estatisticamente significante
entre eles. Porém, houve uma diferenca bastante significativa entre os grupos GP e

GPL, assim como, GLI e GLIL.

Conclusao:



Pbde-se concluir que a combinagdo da FBML e leite integral como meio de
armazenamento permitiu uma maior formacgdo de vasos sanguineos no ligamento

periodontal de dentes reimplantados.

Palavras-chave: Avulsdo dentaria; periodonto; reimplante dentario; terapia a laser.



Abstract: Objective: Analyze, by histological analysis, the effect of an association
between two wavelengths 808 and 660 nm of laser photobiomodulation ( LPBM ) in
blood vessel formation in periodontal ligament of reimplanted teeth in Winstar rats.
Materials and Methods: Twenty rats composed the groups, they were divided
randomly into four groups (n = 5) according to the treatment before and after tooth
reimplantation , as follows: GP - exposed to the dry environment, without LPBM ; GPL
- exposed to the dry environment, and LPBM ; GLI - conservation in whole milk
without LPBM ; GLIL - conservation in whole milk and LPBM . Then the canals were
prepared and filled with calcium hydroxide paste. The rats were euthanized 15 days
after reimplantation . The right hemimaxila including the central incisor reimplanted
was removed, fixed in 10 % formalin and processed for histological hematoxylin - eosin
(HE). The slides were evaluated by comparative descriptive analysis, Original
magnification of 400X using semi-quantitative criteria for the presence of blood vessels.
Results: The GP and GLI groups had fewer blood vessels without statistically
significant differences between them. While GPL and GLIL groups had higher
proliferation of blood vessels, however no statistically significant difference between
them was found. However, there was a highly significant difference between groups GP
and GPL as well as GLI and GLIL. Conclusion: It was concluded that the combination
of FBML and whole milk as the storage allows greater formation of blood vessels in the
periodontal ligament of reimplanted teeth.

Keywords: Tooth avulsion; periodontal; root resorption; tooth replantation; laser
therapy;
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1. INTRODUCAO:

Entre todos os tipos de trauma dentoalveolar, a avulsdo dentéria, é caracterizada
pelo deslocamento completo do dente do seu alvéolo, e também é considerada uma das
mais graves, apresentando uma prevaléncia de 0,5% a 16% [1], estando o seu
prognostico dependente das acbes tomadas no local do acidente e imediatamente ap6s o
trauma, pois a partir de uma abordagem inicial adequada e no tempo apropriado, pode-
se limitar os danos sofridos pelo paciente e prevenir o surgimento de sequelas [2]. O
tratamento ideal, nestes casos, é o reimplante imediato do dente avulsionado, ou seja, 0
reposicionamento do dente em seu alvéolo, possibilitando o restabelecimento da estética

e funcéo [3].

Porém, na pratica, nem sempre é possivel realizar tal procedimento. Dessa
forma, dois fatores devem ser considerados para favorecer o melhor prognoéstico do
reimplante: 0 meio de conservacdo para o dente avulsionado até o seu reimplante, o
tempo em que ele permanece fora do alvéolo, sendo o fator tempo inversamente
proporcional a possibilidade de sucesso [4]. Diferentes meios de conservacdo tém sido
propostos para serem utilizados no reimplante de dentes avulsionados com o objetivo de
manter a viabilidade das células presentes sobre a superficie dentéaria. Dentre eles, 0s
mais indicados sdo Solucdo Balanceada de Hanks (HBSS) e o Viaspan por conterem
todos os metabdlitos essenciais para a manutencdo celular. Porém, ndo se tratam de
meios de conservacdo prontamente acessiveis [5,6]. Por sua vez, o leite bovino é
amplamente aceito como meio de conservacdo, por apresentar baixo contetdo
bacteriano, osmolaridade fisioldgica, pH neutro, alguns nutrientes e fatores de
crescimento, além de ser facilmente acessivel e com eficicia clinica considerada

equivalente ao HBSS[7,8].



Ainda assim, mesmo respeitando as condi¢des ideais de tempo e conservagao, 0
sucesso do reimplante dentario é limitado nos dias atuais. Grande parte dos dentes
reimplantados é perdida principalmente pela reabsor¢do radicular externa, o que incita a
busca por outras estratégias de tratamento na tentativa de prevenir ou minimizar a
reabsorcdo radicular externa e, consequentemente, manter o dente no alvéolo por um
periodo mais longo, sendo a utilizagdo da fotobiomodulagdo a laser (FBML) uma delas

[9,10].

Os possiveis beneficios da laserterapia no reparo periodontal ap6s reimplante
dentario tém sido considerados. Este fendmeno ocorre por meio de efeitos
fotoquimicos, ndo térmicos, gerados em funcdo de moléculas com propriedades
fotorreceptoras distribuidas nas células. Inicialmente, a radiacdo produz um efeito
primario ou direto, que corresponde ao aumento do metabolismo celular; um efeito
secundario ou indireto que gera aumento do fluxo sanguineo e da drenagem linfatica e,
por fim, efeitos tardios ou terapéuticos gerais como a ativacéo do sistema imunolégico,
promovendo, consequentemente, acdes de natureza analgésica, anti-inflamatéria e

cicatrizante [11].

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da associacdo de dois comprimentos
de onda 808 e 660 nm da fotobiomodulacdo a laser em vasos sanguineos do ligamento

periodontal de incisivos reimplantados de ratos Wistar.
2. MATERIAIS E METODOS:

Este estudo piloto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais (CEPA) da Universidade Tiradentes (UNIT), com protocolo de ndmero:
041114R. Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus,

albinus), com idade aproximada de dois meses, pesando entre 200 e 250g. Os animais



foram acondicionados em 04 gaiolas plasticas identificadas de acordo com o grupo e
periodo experimental, perfazendo um total de 5 animais, mantidos em sala climatizada
com temperatura controlada aproximada de 22°C (x 3°C), em regime de luz com ciclo
claro-escuro de 12 horas. As gaiolas foram forradas com maravalha, sendo trocadas
diariamente, e os animais receberam &gua adlibitum e dieta padrdo Labina® (Purina,
Sao Paulo, Brasil), com exce¢do das 12 horas poOs-operatoria, em que 0S animais
receberam apenas agua. Apoés este periodo, os animais foram alimentados com racgao

solida triturada até completar 72 horas; apds esse periodo, dieta normal.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com o
tratamento antes e ap6s o reimplante dentario, no que se refere ao meio de conservacao

e aplicacdo ou ndo da fotobiomodulacéo a laser (FBML).

A distribuicdo randomizada dos animais em seus respectivos grupos foi
realizada por meio da selecdo de um envelope lacrado, opaco e numerado de 1 a 20.
Para cada numeracdo existiu um cadigo arbitrario correspondente aos grupos: GP, GPL,

GLI e GLIL, como descrito na tabela 1

Tabela 1: Distribui¢do dos grupos.

GRUPOS TRATAMENTO n
GP Conservagao em meio seco, sem FBML 5
GPL Conservacao em meio seco, com FBML 5
GLI Conservacao em leite integral, com FBML 5
GLIL Conservacao em leite integral, sem FBML 5
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Os animais foram submetidos a anestesia geral com injecdo intraperitoneal de
Cloridrato de Quetamina 10% (Cetamin, Syntec, Cotia, SP, Brasil) e Cloridrato de
Xilazina 2% (Xilazina, Syntec, Cota, SP, Brasil), na posologia de 0,06ml/100g e
0,03ml/100g, respectivamente. Em seguida, foram posicionados em decubito dorsal
para realizagdo da antissepsia intraoral da porcdo anterior da maxila com Digluconato
de Clorexidina a 0,12% (FGM produtos odontoldgicos, Joinville, SC, Brasil). Para a
extracdo do incisivo central superior direito de cada rato, foi utilizado um fdrceps
pediatrico de nudmero 150 (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil), no qual foi

confeccionado um sulco na sua parte ativa para melhor apreensdo da coroa dos dentes.

Nos grupos GP e GPL, ap0s a exodontia, os dentes foram mantidos em meio
seco, envolvidos por guardanapo, durante 45 minutos. Nos grupos GLI e GLIL, os
dentes foram mantidos em 20 mL de leite UHT integral (Cotochés, Ribeirdo das Neves,
MG, Brasil). Com o objetivo de controlar o crescimento continuo dos incisivos dos
ratos e a necrose do tecido pulpar posterior a extracdo, decorridos 45 minutos de
permanéncia em seus respectivos meios, a papila dentaria de cada dente extraido foi
removida com lamina de bisturi nimero 15 (Embramac, Itapira, SP, Brasil) e a polpa
extirpada via forame apical com o auxilio de uma lima Hedstroem #15 (Dentsply

Maillefer, Ballaigues, Suicga) pré-curvada [12].

Em seguida, os canais radiculares foram irrigados com soro fisioldgico, secos
com pontas de papel absorventes estéreis (Tanari, Manaus, AM, Brasil) e preenchidos
com pasta de hidréxido de calcio, (Ultracal) utilizando Capillary Tip (roxa/0,14) através

da abertura foraminal [13].

Previamente ao reimplante dos dentes em seus alvéolos, foi realizada uma nova

antissepsia da regido anterior da maxila com Digluconato de Clorexidina a 0,12% (FGM
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produtos odontolodgicos, Joinville, SC, Brasil) e lavagem do alvéolo com 2 mL de soro
fisiologico utilizando seringa descartavel para a remocdo do coagulo, sendo que nos
grupos GPL e GLIL foi aplicado na superficie dentaria e na entrada do alvéolo laser de
Arseneto de Galio e Aluminio — AsGaAl — 808nm (MM Optics LTDA, Séo Carlos, SP,
Brasil). O reimplante dos incisivos em seus alvéolos foi realizado com auxilio de uma

pinca clinica, com movimento lento e delicado.

ApoGs os reimplantes, nenhuma contencgéo foi realizada, uma vez que a propria
conformagdo anatdbmica do dente e de seu alvéolo é suficiente para manté-lo em sua
posicdo original [2,14,7,15]. Nos grupos GPL e GLIL foi aplicado em um ponto na
mucosa vestibular e palatina dos dentes reimplantados laser de — InGaAIP - 660nm
(MM Optics LTDA, Séo Carlos, SP, Brasil), imediatamente ap6s o reimplante e a cada
48 horas até completar cinco sessbes. Os animais receberam, ainda, dose Unica
intramuscular de 20.000 Ul de penicilina G benzatina (Megacilin Super Plus, Vansil

Ind. Com. e Repr. Ltda, Descalvado, SP, Brasil) [13,15].

Para irradiacdo laser na superficie dentaria, os dentes foram colocados em uma
placa de Petri contendo gaze estéril de modo que a face proximal ficasse voltada para
cima, aplicando-se a irradiacdo laser DMC - AsGaAl 808 nm (Séo Carlos, Sdo Paulo-
SP, Brasil), nas faces mesial e distal, por contato da ponteira com a superficie dentaria.
A érea a ser irradiada deve corresponder a média do comprimento do dente (1,2 cm),

calculada pela férmula A = 7r2, dando um resultado de 1,13 cm?.

Para irradiacdo na entrada do alvéolo, previamente ao reimplante dentario,
tambem foi aplicado laser AsGaAl 808nm, conforme os parametros contidos no tabela
2. Apos o procedimento de reimplante, foi aplicado laser DMC - AsGalnP 660 nm (S&o

Carlos, Sdo Paulo-SP, Brasil) em um ponto na mucosa vestibular e palatina dos dentes
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reimplantados, a cada 48 horas até completar cinco sessGes, sendo a primeira
imediatamente ap6s o reimplante. Para a realizacdo deste procedimento, 0os animais
foram anestesiados com a mesma substancia utilizada no procedimento cirdrgico, sendo
aplicado um terco da dose utilizada para a exodontia, em funcdo da menor duracéo do

procedimento.

Tabela 2: Protocolo da fotobiomodulagéo a laser.

PARAMETROS DE IRRADIAGCAO ANTES DO APOS O
REIMPLANTE REIMPLANTE
Modo de emisséo Continuo Continuo
Comprimento de onda 808 nm 660 nm
Meio ativo AsGaAl AsGalnP
Poténcia 6ptica do laser (output) 100 mW 100 mW
Diametro do ponto do feixe 1,9 mm 1,9 mm
Densidade de poténcia (DP) 3,6 W/cm? 3,6 W/cm®
Densidade de energia (DE) 61 J/icm? 61 Jicm?
Tempo por ponto 17 seg. 17 seg.
Tempo total de irradiacéo 119s 34s
Energia total por ponto 1,7 1,7J
Divergéncia do feixe perpendicular a juncéo 17° 17°
Angulo da ponta 500 500

Os animais foram eutanasiados de acordo com o periodo experimental de 15 dias
apos reimplante em camara de gas dioxido de Carbono. Apos a constatacdo da morte do
animal, indicada pela auséncia de movimentos respiratorios, batimentos cardiacos e
perda dos reflexos, a porcdo anterior da hemimaxila direita, incluindo o incisivo central
reimplantado, foi removida com auxilio de uma la&mina de bisturi ndmero 15

(Embramac — Itapira — SP — Brasil).
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As pegas cirargicas foram fixadas em solucdo de formalina a 10% por 7 dias,
descalcificadas em solugdo de &cido nitrico a 5% durante 7 dias, incluidas em parafina
e cortadas em secgdes histologicas longitudinais de 5um de espessura, semisseriadas de
1/5, em micrétomo. As laminas foram preparadas e coradas por hematoxilina-eosina

(HE) para posterior analise histolégica.

2.1. EXAME HISTOLOGICO

O exame histologico foi realizado em microscopia de luz, utilizando o
microscopio Olympus CX31 (Olympus Corporation, Tokyo - Japan), apenas no terco
médio da face lingual das raizes, uma vez que esta regido ndo € danificada pelos
procedimentos cirargicos. Por outro lado, o terco cervical e apical podem ser
danificados, respectivamente, pela acdo do férceps durante a extracdo e pela acdo de

corte da lamina de bisturi durante a remocdao da papila dentéria.

Trés seccdes histoldgicas de cada peca foram analisadas por um examinador no
modelo de avaliacdo tipo cego, em aumento original de 100X. Foi realizada andlise
quantitativa de vasos sanguineos presentes na area de cemento, ligamento periodontal e
0sso aveolar como mostrado na fig.1. O cegamento foi realizado por meio de
codificacdo das pecas, impossibilitando a identificacdo das mesmas em relacdo ao grupo

e periodo experimental pelo examinador.

3. RESULTADOS:

3.1.Analise histoldgica: Os resultados foram obtidos pela analise de dois campos por
microscopia de luz, para todos 0Ss grupos experimentais, como descritos

anteriormente.
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Fig. 1. Fotomicrografia do
grupo  experimental  GPL.
Observou-se grande quantidade
de vasos sanguineos em
formacéo. Dentina (D),
ligamento periodontal (LP) e
Osso alveolar (CA)

(Godolphim,2015).

3.2.Anélise Estatistica: Para analise estatistica e comparacao entre 0s grupos, o teste

utilizado foi o de Tukey. Nos grupos GPL e GLIL foram observados uma maior

quantidade de vasos sanguineos quando comparado aos demais grupos. Entre os

grupos GPL e GLIL ndo houve diferengas significativas (p>0.05),

diferentemente dos grupos GP e GPL (p<0,05) como podemos observar na

tabela 3.
Tabela 3: Comparagao entre os grupos.

Comparagao x Diferanga q Valor de P

Grupos
GP X GPL -7.800 4.743 * P<0.05
GP X GLI 5.400 3.283 - P>0.05
GP X GLIL -10.800 6.567 *E P<0.01
GPL X GLI 13.200 8.026 HEkx P <0.001
GPL X GLIL 3.000 1.824 - P>0.05
GLI X GLIL -16.200 9.850 HAx P<0.001

Foi observado que o GP foi 0 que mais oscilou entre 0 numero minimo de vasos

sanguineos e o numero maximo. Diferentemente dos grupos GPL, GLI e GLIL que essa

oscilacdo foi minima, como pode ser observado no Grafico 1.
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4. DISCUSSAO:

O trauma dental é, infelizmente, um acontecimento rotineiro atualmente, e a
avulsdo dentaria é uma das mais graves lesdes devido a danos causados no ligamento
periodontal, bem como, na polpa e no osso alveolar. E geralmente aceito que o
reimplante imediato fornece condi¢fes ideais para o reparo do ligamento periodontal.
Porém, na pratica, nem sempre é possivel realizar tal procedimento, seja por conta da
dimensdo do trauma, que coloca a vida do paciente em risco, ou da complexidade da
lesdo na é&rea e, ainda, da falta de conhecimento sobre a possibilidade de reimplante
[17]. Para minimizar esse problema, tem sido indicada a utilizacdo de solugbes de

armazenamento e o uso do laser.

Entre os diversos meios de armazenamento prontamente acessiveis, o leite
bovino integral tem se destacado [16]. Por conter fatores de crescimento, tais como o
fator de crescimento transformante beta (TGF-b), fator de crescimento derivados de
plaguetas (PDGF), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e fator de
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crescimento de fibroblastos (FGF) que promovem a proliferacdo e diferenciagcdo das
células do ligamento periodontal e regeneracdo periodontal. Neste estudo, observou-se
que, ndo houve maior proliferacdo de vasos sanguineos no grupo Gl em relacdo ao
grupo GP, o que pode ser justificado como uma resposta adaptativa local por meio de
um mecanismo fisiolégico de compensacdo a deficiéncia nutricional [17], visto que o
leite integral fornece nutrientes, tais como: aminoacidos, hidratos de carbono e
vitaminas [18]. Estudos comprovam que o leite integral é o meio de armazenamento
mais indicado para dentes avulsionados, visto que, além de proporcionar o aumento
vascular, também evita a reabsorcdo radicular externa e anquilose, pois, devido a
caracteristicas citadas anteriormente, o leite integral prolonga a viabilidade das células,
aumentando assim, as chances para um prognoéstico favoravel ao reimplante dentario

[24].

Estudos anteriores demonstram que, a utilizagcdo do laser vem crescendo e se
aprimorando devido a inimeros beneficios que esta tecnologia pode trazer para o
organismo humano, tais como: melhor resposta a inflamacdo, reducdo de edema,
minimizacdo da sintomatologia dolorosa e bioestimulacdo celular [25,26,27]. Por esse
motivo, a terapia a laser apresenta-se como uma alternativa para processos que
apresentem reacdo inflamatdria, dor e necessidade de regeneracdo tecidual, como é o

caso dos reimplantes dentérios.

No presente estudo, foi utilizado laser com comprimento de onda de 808 nm nas
faces mesial e distal da superficie radicular por possuir maior poder de penetracao,
sendo indicado para tecidos mais profundos como os tecidos periodontais. Ja o laser
com comprimento de onda 660 nm foi utilizado na entrada do alvéolo e na mucosa

vestibular e palatina dos dentes reimplantados, pois este comprimento de onda tem
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potencial de acdo anti-inflamatoria e acelerador de reparo em tecidos mais superficiais

[19].

De acordo com estudos anteriores, fica clara a importancia da andlise
quantitativa de vasos sanguineos no processo de reparo. Visto que, tais achados
sugerem uma maior velocidade no processo de reparo tecidual, traduzida por um
aumento da proliferacdo de células e neovascularizagdo [20], geradas a partir de
mediadores quimicos e fatores de crescimento, como: TGF-Bs, MCP-1, IL-8, CTGF,
CYR61, GM-CFS, FGF2, VEGF-A, PLGF, HGF, Angiopoetinas, GRO-a e IP-10 [28].
Tendo em vista que a nova formacdo de vasos foi mais evidente nos grupos em que

houve aplicacdo da laserterapia.

Com base nos resultados deste trabalho, em 15 dias ap6s reimplante dentario,
pdde-se observar neoformacéo vascular significativamente maior nos grupos irradiados
com laser de baixa poténcia (GPL e GLIL). Corroborando este resultado, Ruthineia et al
[19] afirma que em nivel vascular o laser de baixa poténcia estimula a proliferacdo das
células endoteliais, resultando na formacdo de muitos vasos sanguineos e na producao
de tecido de granulacéo, estimulando o relaxamento da musculatura vascular lisa, o que
contribui para os efeitos analgésicos da terapia a laser. A nova formacdo vascular ou
angiogénese serviria como fonte de nutrientes e oxigénio, além de meio de conducédo de

celulas fibroblasticas, contribuindo para o processo cicatricial [19].

Os presentes resultados demonstram que a o leite integral pode ser usado como
meio de armazenamento para dentes avulsionados e que acdo da laserterapia
potencializa e acelera os efeitos de reparo e cicatrizagdo aumentando o nimero de vasos

sanguineos.
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A partir dos resultados obtidos, tornam-se necessarios novos estudos no que se
refere & reabsorcdo radicular, anquilose, reagdo inflamatdria em diferentes periodos de
observagéo, para avaliar as vantagens e desvantagens dos materiais e técnicas utilizados

no reimplante dentario, para posterior aplicagdo clinica.

5. CONCLUSAO:

Em conjunto, os resultados sugerem que a associacdo de dois comprimentos de onda
da FBML em dentes reimplantados, aumentou o nimero de vasos sanguineos na regido

de ligamento periodontal.
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USE OF ENGLISH LANGUAGE
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TABLES

Tables should be submitted in Microsoft Word and provided in one separate file from the main text

of the manuscript. Tables should be cited in the text in order and identified as Table 1, Table 2,
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FIGURES
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e Do not embed figures in the Microsoft Word text files.
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