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RESUMO

FUNDAMENTO: A perda d6ssea pode ser resultante de alguns fatores etiolégicos como
traumas, lesbes patoldgicas ou atrofia tecidual apos a perda das unidades dentérias. A busca
por procedimentos que auxiliem ou induzam ao reparo 0sseo para restabelecer o padrao
anatdmico tem aumentado. A membrana aut6loga de fibrina rica em plaquetas (PRF) tem
sido utilizada para auxiliar o processo de neoformacdo Ossea, demonstrando bons
resultados, assim como a laserterapia de baixa intensidade (LBI). Objetivo: Investigar o
efeito da LBI (A = 830 nm) com o uso da membrana de PRF na neoformagdo oOssea.
Metodologia: Foram utilizados 63 ratos da raca Wistar. Estes animais foram divididos em
04 grupos: C (controle), L (laser), PRF (PRF) e PRFL (PRF e laser). As membranas de PRF
foram obtidas a partir de puncdo intracardiaca de ratos doadores. Um defeito 6sseo foi
criado na calvaria de 48 ratos Wistar e os grupos irradiados passaram pela primeira sessao
de laserterapia logo ap6s o procedimento cirargico. Seis animais de cada grupo foram
eutanasiados apds 30 e 60 dias e processados histologicamente. Foram avaliadas a
neoformacdo 6Ossea, a espessura 0ssea, a atividade osteoblastica, a intensidade inflamatoria
e a formacéo de tecido conjuntivo/fibrose. Resultados: As maiores porcentagens médias de
neoformacdo 6ssea aos 30 dias (PRF - 66,67% e PRFL - 60%) e 60 dias (PRFL - 80%)
foram observadas nos defeitos utilizando PRF. Em 30 dias, os grupos PRF e PRFL
apresentaram resultados semelhantes de espessura Ossea vertical e ambos apresentaram
diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos (p = 0,002). Em particular, a
porcentagem de espessura 0ssea vertical em 60 dias foi significativamente maior no grupo
PRFL do que a dos demais grupos (P = 0,025). Em 30 e 60 dias, a atividade osteoblastica
foi maior no grupo PRF (p = 0,000 e p = 0,020, respectivamente). Em todos 0s momentos
avaliados, a atividade inflamatoria ndo diferiu entre os grupos. A presenca de tecido
conjuntivo/fibrose apds 30 dias foi maior no grupo PRFL (p = 0,025), embora o grupo PRF
ndo tenha apresentado esse tecido nos dois periodos experimentais. Entretanto, apds 60
dias, o grupo DPRFL apresentou média de (80%) dos defeitos sem a presenca de tecido
conjuntivo. Conclusdo: Observou-se que o uso da membrana de PRF favoreceu a
neoformacédo Ossea e quando associada ao bioestimulador, a LBI, promoveu maior ganho
em espessura 0ssea.

Palavras-chave: Fibrina rica em plaquetas. Terapia com luz de baixa intensidade.
Regeneracgao 0ssea.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Bone loss may result from some etiological factors such as trauma,
pathological injuries or tissue atrophy after tooth loss. The pursuit for procedures that help
or induce bone repair to reestablish the anatomical pattern has increased. The autologous
platelet-rich fibrin (PRF) membrane has been used to help the bone neoformation process,
showing good results, as well as low-level laser therapy (LLLT). Objective: Investigate the
effect of LLLT (A = 830 nm) along with the PRF membrane in bone neoformation.
Methodology: 63 Wistar rats were used. These animals were divided into 04 groups: C
(control), L (Laser), PRF (PRF) and PRFL (PRF and Laser). The PRF membranes were
obtained from intracardiac puncture of donor rats. A bone defect was created in the calvaria
of 48 Wistar rats and the irradiated groups went through the first session of laser therapy
shortly after the surgical procedure. Six animals from each group were euthanized after 30
and 60 days and histologically processed. Bone neoformation, bone thickness, osteoblast
activity, inflammatory intensity and connective tissue formation / fibrosis were evaluated.
Results: The highest average percentages of bone neoformation at 30 days (PRF -b66.67%
and PRFL - 60%) and 60 days (PRFL - 80%) were observed in defects using PRF. At 30
days, the PRF and PRFL groups presented similar results of vertical bone thickness and
both showed statistical difference compared to the other groups (p = 0.002). In particular,
the percentage of vertical bone thickness at 60 days was significantly higher in the PRFL
group than in the other groups (P = 0.025). At 30 and 60 days, osteoblast activity was
higher in the PRF group (p = 0.000 and p = 0.020, respectively). At all times evaluated,
inflammatory activity did not differ between groups. The presence of connective tissue /
fibrosis after 30 days was higher in the PRFL group (p = 0.025), although the PRF group
did not present this tissue in both experimental periods. However, after 60 days, the PRFL
group presented an average of (80%) of the defects without the presence of connective
tissue. Conclusion: It was observed that the use of the PRF membrane favored bone
neoformation and when associated with the biostimulator, the LLLT, promoted greater gain
in bone thickness.

Keywords: Platelet rich fibrin. Low intensity light therapy. Bone regeneration.
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INTRODUCAO

O tecido dsseo é um tecido metabolicamente ativo que sofre continua remodelacéo
ao longo da vida. Este processo envolve a remocéo de 0sso mineralizado pelos osteoclastos,
seguido pela formacdo da matriz dssea pelos osteoblastos. Nos 0ssos gnaticos, a perda
dentaria leva a reabsorcdo do 0sso alveolar em regides de maxila e de mandibula, causando
defeitos em altura, largura e espessura (1). Na busca da exceléncia em reabilitacdo oral, a
cirurgia de implante dentério criou uma grande demanda para as reconstrugdes
dentoalveolares. Entretanto, um dos grandes desafios da implantodontia é a neoformacéo
do osso alveolar reabsorvido e, por conta disto, muitos estudos tém sido desenvolvidos para
entender 0 processo do reparo 6sseo e desenvolver estratégias a fim de acelerar o tempo
necessario da osseointegracdo de implantes dentarios, sem comprometer os resultados

mecanicos e a integracao tecidual.

Para regenerar 0 0sso alveolar perdido, varias estratégias tém sido desenvolvidas (2,
3). Dentre elas, pode-se citar a regeneracdo 6ssea guiada (ROG), utilizando membranas
artificiais (3), enxertos 6sseos, (4), fatores de crescimento (5) e proteinas (6) para tal fim.
Dentre estas estratégias, um biomaterial derivado de produtos do sangue, que contém

concentracdo sérica de fatores de crescimento, tem atraido atengdo nos ultimos anos.

Os enxertos 0sseos autdgenos ainda sdo considerados o padrdo ouro para a
neoformacdo 6ssea, porém eles requerem longas cirurgias e estdo associados a morbidade
dos sitios doadores, incluindo infeccdo, dor e formacdo de hematoma. Além disso, em
grandes defeitos dsseos, esses enxertos sdo frequentemente reabsorvidos antes de terem
concluido a osteogénese (7, 8). Por conta disso, cada vez mais se tem utilizado os
substitutos 0sseos, o0s quais tém demonstrado boas propriedades osteocondutivas em
estudos clinicos (9). Por outro lado, é importante saber que esses substitutos 6sseos ndo
possuem propriedades osteogénicas e osteoindutivas, € 0 seu uso desencadeia tempo de
cicatrizagcdo prolongado, tendo sua disponibilidade por tempo limitado, impactando de
forma negativa nas respostas imunes, além de ter um custo elevado. Ainda assim, sua

aplicacdo é estabelecida como padrdo para a ROG.

Para contornar as deficiéncias encontradas nos substitutos 0sseos, novos materiais
com propriedades osteoindutoras estdo sendo estudados, como a fibrina rica em plaquetas
(PRF). O seu uso tem sido de forma isolada ou associada com enxertos 0sseos,

principalmente em procedimentos que visam a regeneracdo Ossea. A aplicacdo desse
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mediador bioldgico com propriedades osteoindutoras foi relacionada a redugdo do tempo de
reparo 6sseo (10), a um aumento da angiogénese e a diminuicdo do infiltrado inflamatério
(11). Além destas propriedades, foi observado que a fibrina aut6loga possui altas
concentracdes de fatores de crescimento (12) e de células imunes do hospedeiro, as quais

atuam promovendo o reparo local de feridas e combatendo infeccdes.

Em relacdo a sua obtencdo, a PRF é formada a partir de uma pequena quantidade de
sangue coletada sem anticoagulantes e é centrifugada imediatamente (13). A formacao de
um coagulo de fibrina e a ativacdo plaquetaria sdo induzidas pela ativacdo da cascata de

coagulacao durante a centrifugacao (14).

Destaca-se também que todos os protocolos desenvolvidos para a obtencdo da PRF
se caracterizam pelo facil método e baixo custo, garantindo um indice de rejeicdo quase que
nulo. Alem disso, devido ao seu facil método de obtencao e a sua resistente rede de fibrina,
(15) esse biomaterial tem sido utilizado de forma eficaz no tratamento de defeitos dsseos.
Estudos sugerem que seu uso de forma isolada ou associada a enxertos autdgenos (15),
xenoenxertos (16) e fosfato beta-tricalcico (B-TCP) (16) estimula e aumenta a regeneracéo
Ossea. Assim, é de grande interesse para a odontologia o uso desse concentrado plaquetario

em terapias que visem ao reparo 0sseo.

Outra opcao para contribuir com o reparo 6sseo € a laserterapia de baixa intensidade
(LBI) (18). Esta caracteriza-se por ndo ser invasiva, cujo método de acdo € uma aplicacdo
de radiacdo eletromagnética ndo ionizante, coerente e direcional com comprimentos de
onda entre os espectros visivel e infravermelho (19). Tal procedimento acelera o reparo
6sseo em sua fase inicial através da diferenciacdo e da proliferacdo dos osteoblastos (20),
atua na angiogénese (21) e na organizacao das fibras de colageno.

Além disso, o laser possui a vantagem de ndo causar efeitos colaterais sistémicos
para os pacientes, e é também sabido que a LBI estimula a deposigéo de ions de célcio e de
fosforo na matriz 6ssea (22). Estudo mostra que houve ganho dsseo quando se utilizou a
LBI associada a outros biomateriais (23), no entanto ndo ha relatos sobre a associacao de

LBI e a membrana de PRF em defeitos 6sseos criticos em calvéria de ratos.

As evidéncias cientificas demonstram que, isoladamente, a PRF e o laser de baixa
intensidade possuem potenciais terapéuticos significativos na qualidade da neoformacéo

0ssea em processos de reparo tecidual. Portanto, hipotetizamos que a combinacdo PRF/LBI
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potencializaria tais efeitos. Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar a qualidade 6ssea
formada em defeito dsseo critico confeccionado na calvéria de ratos, utilizando a

membrana de PRF associada ou ndo ao laser de diodo ou ao laser de baixa intensidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primério
— Avaliar a neoformacao dssea induzida pelo uso da membrana de PRF com aplicacdo do

laser de diodo.

2.2 Objetivos secundarios
— Avaliar os processos inflamatorio e de reparo em ratos submetidos a defeito dsseo critico

em calvéria.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido 6sseo (Anatomia e histologia)

Os 0ss0s séo tecidos que suportam o movimento, fornecem esqueleto ao corpo e
protegem os 0Orgdos. Além de promover a sustentacdo do organismo, o tecido Gsseo
igualmente realiza a hematopoiese, regula o pH do sangue (24), promove a troca continua
de célcio e de fosforo com o plasma, constitui reserva de gordura e compde sistemas de

alavancas nas articulagdes, garantindo ampla movimentac&o de vérias partes do corpo. (25).

O 0ss0 € constituido basicamente por dois componentes: organicos e inorganicos. A
porcdo organica é formada por células (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos), fibras
colagenas e substancia base (proteoglicanos e glicoproteinas). A parcela organica da matriz
Ossea é secretada principalmente pelos osteoblastos. O principal componente inorganico € o
fosfato de célcio, responsavel por dois tercos do peso 6sseo. O fosfato de célcio interage
com o hidréxido de célcio transformando-se em hidroxiapatita. Conforme ocorre a
formacéo dos cristais de hidroxiapatita, outros materiais inorganicos como o carbonato de

calcio, o sodio, 0 magnesio e o fluoreto vao se incorporando a ele. (26)

Como os demais conjuntivos, o tecido dsseo € estudado histologicamente segundo a
morfologia de suas células e as particularidades do material extracelular. Os componentes
celulares provém de duas linhagens, ambas mesenguimais — a célula osteoprogenitora, que
origina osteoblastos e osteoclastos. E a partir das células mesenquimais indiferenciadas que
se originam as células osteoprogenitoras, chamadas células-tronco do adulto ou “células-
fonte”, que persistem como células dsseas de revestimento no periosteo e, segundo alguns

autores, no endosteo. (27, 28)

As células osteoprogenitoras surgem, morfologicamente, a partir da contracdo dos
prolongamentos citoplasmaticos da célula mesenquimal e da diminui¢do de volume total
celular; geneticamente, nesta fase, ocorre a transcricdo de genes especificos, como o
CBFA1 (expressdo induzida fisiologicamente e sinteticamente pela proteina morfogenética
osteoindutora-7) e RUNX-2, sendo este o primeiro passo para que a célula mesenquimal
indiferenciada seja, futuramente, uma célula osteoprogenitora e ndo qualquer outra da
linhagem mesenquimal, como fibroblastos, condroblastos ou lipoblastos. Ainda, fatores de
crescimento como a leptina, o fator semelhante a insulina (IGF), o fator de transformacéo-f3

(TGF-B) e o fator derivado de plaquetas (PDGF) participam, isolados ou combinados, do
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estimulo para a diferenciagdo das células mesenquimais em células osteoprogenitoras e

destas para osteoblastos ativos ou em repouso (células 6sseas de revestimento). (27, 28)

A interacdo morfofuncional entre as células dsseas possibilita a renovacdo tecidual e
a manutencdo da normocalcemia. Tal interacdo origina as atividades de modelamento e de
remodelamento, controladas por fatores intracelulares (desencadeados por osteoblastos),
por hormdnios e por estimulos locais extrinsecos, como a aplicagdo de forga mecénica

fisiologica. (29)

3.1.2 Organizagao tecidual

No desenvolvimento dos 0ssos longos, chamamos o corpo do osso de diéfise e sua
extremidade, de epifise. A diafise é formada por medula 6ssea circundada por 0sso
compacto, que constitui uma densa barreira protetora. Geralmente mais larga que a diéafise,
a epifise é formada principalmente de 0sso esponjoso, o qual é constituido por uma trama
de ossos trabeculares e medula 6ssea amarela ou vermelha, bem como uma fina e externa
camada de osso compacto (Figura 1). Nos 0ssos em crescimento, o ponto de unido da
diafise com a epifise é denominado metafise. Nesta juncdo, existe uma placa de
crescimento formada por cartilagem hialina, chamada de placa epifiseal ou fise de
crescimento. Quando o processo de desenvolvimento é finalizado, a placa epifiseal €
substituida pela linha epifiseal. (30)

Os 0ssos que compdem o esqueleto sdo constituidos por dois tipos de tecidos
0sseos: compacto ou cortical, e esponjoso ou trabecular (ou ainda, medular). Ambos séo
revestidos externamente pelo peridsteo e, internamente, pelo enddsteo, e apresentam as
mesmas moléculas e tipos celulares conhecidos. O que difere esses dois tipos de tecido
0sseo é a organizacdo estrutural dessas moléculas e células, resultando em diferentes

arranjos e propriedades mecanicas.

e Tecido 6sseo compacto

A unidade estrutural do 0sso compacto é denominada 6steon ou sistema Haversiano.
(Figura 3). Cada 6steon aparece como uma unidade cilindrica lamelar de matriz 6ssea que
envolve os canais de Havers. O sistema haversiano corre paralelo ao eixo longo do 0sso e
carrega pequenas artérias e veias. O canal de Volkmann se dispde perpendicularmente ao
eixo longo do 0sso, e esté ligado a circulagdo sanguinea e aos nervos do periosteo atraves

do canal de Havers. Os canais de Havers e de VVolkmann conectam a cavidade medular
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0ssea a circulacdo por intermédio dos vasos sanguineos, formando caminhos para que as

células sanguineas possam atingir a circulacao. (31)

3.1.3 Tipos celulares

Os tipos celulares presentes nos 0ssos variam de acordo com o tecido envolvido, a
localizacdo na matriz Gssea e as funcbes que desempenham. Nas trabéculas do 0sso
esponjoso existem vérias populacdes celulares envolvidas com o processo de divisdo
celular para a reposicao de células de diferentes linhagens e funcGes encontradas no sangue
e nos tecidos. As células sanguineas sdo altamente especializadas, capazes de desempenhar
suas respectivas fungdes no momento em que ganham acesso a corrente sanguinea. Em
geral, elas ndo circulam até que sua proliferacdo tenha terminado, atingindo o nivel

necessario de maturacao.

As populacdes celulares encontradas nesse microambiente sdo denominadas células
mesenquimais. Estas células sdo pluripotentes e indiferenciadas, podendo dar origem a
diversos tecidos do nosso organismo, além de participar da manutengdo, do reparo e do
controle da homeostasia. As células indiferenciadas podem iniciar o processo de
diferenciacdo com a ativacdo e inativacdo de determinados genes, alterando seu fenotipo
celular. Uma vez que a célula tenha iniciado esse processo, sua taxa proliferativa cai e, de

acordo com seu nicho celular, ela gera a linhagem a qual se comprometeu inicialmente.

Ainda em relacdo a composicdo celular do tecido 0sseo, as ceélulas
osteoprogenitoras estdo localizadas na medula 6ssea e podem originar, de acordo com 0s
estimulos especificos, células 6sseas maduras, condroblastos ou até mesmo fibroblastos
(32). As células osteoprogenitoras sdo pequenas, apresentam coloracdo palida, sdo
fusiformes e podem ainda ser encontradas nos tecidos conjuntivos perivasculares, nas
superficies do tecido dsseo, 0 enddsteo e o peridsteo (32, 33). As células osteoprogenitoras,

no inicio de seu processo de diferenciacdo, geram células denominadas pré-osteoblastos.

Os pré-osteoblastos, por seu turno, se diferenciam em osteoblastos maduros e, ao
final do processo, em ostedcitos. Cada tipo celular apresenta caracteristicas morfolégicas e
funcdes diferentes alterando, por exemplo, sua atividade de sintese proteica. Alguns
osteoblastos podem permanecer como células de reserva na superficie 6ssea constituindo as

chamadas “bone lining cells” (células de revestimento 6sseo). (34)
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As células de revestimento 0sseo protegem o tecido 0sseo subjacente contra fluidos
extracelulares e contribuem na regulagdo dos fluxos dos ions calcio e fosforo para dentro e
para fora da estrutura Ossea. Sdo células possivelmente derivadas de osteoblastos que
cessaram sua atividade, mas podem retornar ao estado de célula osteoprogenitora por um

processo ainda ndo bem elucidado. (34)

Portanto, as células osteoprogenitoras do tecido Gsseo, 0s osteoblastos e 0s
ostedcitos sdo células derivadas da linhagem osteoblastica presente no interior do 0sso
esponjoso. Entretanto, os osteoclastos ndo compartilham da mesma linhagem de
diferenciacdo, sendo derivados de células progenitoras mononucleadas da linhagem de

mondcitos/macréfagos.

e (Osteoblastos

Os osteoblastos ativos apresentam intensa atividade de sintese dos componentes da
matriz 6ssea. Nesse momento, seu fenotipo celular € cuboide, com citoplasma basofilo,
nucleo excéntrico e nucléolo proeminente. Possui inimeros reticulos endoplasmaticos
rugosos (RER) e muitas lamelas do aparelho de Golgi. Essas organelas s&o conhecidamente
abundantes em células com intensa atividade secretora. (35)

Além de colageno tipo | (Col 1), os osteoblastos sintetizam proteinas ndo
colagénicas, fatores de crescimento especificos, prostaglandinas, colagenases e fosfatase
alcalina. Esta Gltima parece estar envolvida na sinalizagdo transmembranar e tem funcéo na
regulacdo da migracdo e da diferenciacdo dos osteoblastos (34). Uma outra funcdo dos

osteoblastos é participar na nuclea¢do do mineral 6sseo cristalino nas fibras de Col I.

Os pré-osteoblastos sdo semelhantes aos osteoblastos, porém ndo sintetizam Col I,
nem osteocalcina, sialoproteina e osteopontina. Sdo estimulados por glicocorticoides e por
proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) a iniciar o processo de diferenciacao e a ativacao
da atividade de producdo da matriz 6ssea. A palavra morfogenética significa que elas
induzem a formacdo de um o0sso inteiramente novo. Sendo assim, tém a capacidade de
iniciar o que ¢ denominado como “a fase morfogenética do desenvolvimento 6sseo”, que
inclui a migracdo, a agregacdo e a proliferacdo das células do tipo mesenquimal e sua
subsequente diferenciagdo em células osteoprogenitoras. (25)
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e (Osteocitos

Os ostedcitos sdo celulas 6sseas maduras de maior populagdo, com formato de
aranha, encontradas em pequenas cavidades das juncdes lamelares chamadas de lacunas.
Somente um ostedcito € encontrado por lacuna e essas células ndo podem se dividir.
Numerosos processos alongam-se de cada ostedcito para dentro dos canaliculos, passando
rapidamente pela matriz de mineralizacdo e se conectando a uma lacuna adjacente. Entéo,
h& uma rede de comunicacdo entre o canaliculo e a lacuna, fazendo com que o processo
ocorra em todo o 0sso mineralizado. O canaliculo € importante porque é dele que provém a
rota pela qual o processo de um ostedcito pode se contactar aos outros adjacentes. Portanto,
todos o0s ostedcitos sdo capazes de se comunicar entre si, carregando informacdes e
nutrientes. Os ostedcitos podem sintetizar ou absorver a matriz 0ssea e, caso sejam
destruidos, a reabsorcdo da matriz 6ssea ocorrera devido a atividade do osteoclasto, que é

sucedida pela reparacao ou pela remodelacao atraves da atividade osteoblastica. (36, 31)

e Osteoclastos

Os osteoclastos sdo células multinucleadas gigantes envolvidas na reabsorcédo do
0SS0 e, portanto, estdo presentes em areas onde 0 0sso estd sendo removido. O 0sso também
conttm um pequeno numero de células mesenquimais conhecidas como células
osteoprogenitoras, que estdo localizadas na camada celular do periésteo, no endosteo e na
linha vascular de passagem da matriz medular. Sdo dessas células que se originam 0s

osteoblastos e, portanto, sdo importantes para a reparacao das fraturas. (36, 31)

3.1.4 Remodelacgao d6ssea

Aparentemente, 0s 0ss0s sdo 6rgdos inertes, estaveis e ndo sujeitos as alteracdes
estruturais, no entanto sabemos que, durante toda a vida, eles tém metabolismo ativo, sendo
continuamente remodelados pela reestruturacdo de suas laminas dsseas, de acordo com as
forcas de compressdo e de tensdo que atuam sobre eles. A matriz 0ssea é gradualmente

degradada e reposta por 0sso novo em uma razao de substituicdo de Imm/ano. (37)

O osso compacto é formado pela transformagéo do 0sso esponjoso. O didmetro de
um o0sso longo é aumentado pela destruicdo interna do osso (como explicado no processo
de ossificacdo endocondral). Mesmo apos terem atingido sua forma e seu tamanho adulto, o
tecido Gsseo antigo é continuamente destruido, e o tecido 6sseo novo é formado em seu

lugar. Todos esses eventos sdo dependentes de citocinas pré-inflamatorias, do fator de
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crescimento transformador da superfamilia beta e dos fatores angiogénicos (38). Assim,
enquanto os osteoblastos produzem e mineralizam uma nova matriz 6ssea, 0s osteoclastos a

reabsorvem.

As ceélulas precursoras de osteoclastos sdo normalmente liberadas como mondcitos
na corrente sanguinea. Em locais em que a superficie da matriz 6ssea encontra-se isenta da
camada de osteoblastos, 0s mondcitos se fundem para formar os osteoclastos
multinucleados para a reabsorcéo 0ssea. Esses osteoclastos aderem-se a superficie da matriz

Ossea “livre” e iniciam sua degradagao. (39)

A medida que o processo de remodelacio se desenvolve, os osteoblastos depositam
camadas concéntricas de matriz nova (matriz osteoide) que gradualmente preenchem a
cavidade, deixando somente um canal estreito em torno de um novo vaso sanguineo, 0
canal de Havers (39). As células que estdo presentes na cavidade medular e que possuem a
capacidade de se diferenciar em células da linhagem osteogénica sdo diferenciadas em
células osteoprogenitoras. Apds o inicio da reabsorcdo déssea pelos osteoclastos, varios
hormonios como PTH, vitamina D3 e citocinas, como o0s IGFs, sdo capturados pela matriz
regulando o metabolismo, a funcdo e a regeneracdo 0ssea, resultando na diferenciacdo das

osteoprogenitoras em osteoblastos maduros. (40)

O processo de remodelacdo déssea € importante para o crescimento, o reparo e a
manutencdo da salde 6ssea. O armazenamento e a liberagcdo de calcio sdo dependentes do
processo de remodelacdo, e seus niveis estdo intimamente relacionados com o sutil controle
das células envolvidas nesse processo. Os 0ssos também armazenam mais fosfato (fosforo)
do que qualquer outro 6rgdo. Niveis apropriados de fosfato sdo requeridos para a producgéo
de é&cidos nucleicos (DNA e RNA) e ATP (molécula energética das células), assim a
retirada de calcio e de fdésforo dos ossos para o sangue é controlada pelo PTH. Este
interfere no numero e no comportamento dos osteoclastos e na fungéo renal de reabsorcao
de calcio. Quando seus niveis estdo muito elevados no sangue, a glandula tireoide produz
calcitonina, que inibe a atividade osteoclastica e estimula os osteoblastos a secretarem e
mineralizarem mais matriz 6ssea nova. A liberacdo da calcitonina pode ser influenciada
pelo aumento do estresse mecanico, como a tracdo dos musculos esqueléticos para a

sustentacdo do corpo, para a realizagdo exercicios fisicos e para a forca da gravidade. (25)
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Diante do que foi visto, pode-se afirmar que 0s 0ssos sdo dotados de uma
capacidade notavel para adaptar sua estrutura em resposta a variagdes de longa duracdo na
carga imposta a eles. Este comportamento de adaptacdo sugere que a deposi¢édo e a eroséo
da matriz sejam controladas de alguma maneira pela solicitacdo mecéanica local, mas os
mecanismos envolvidos ndo sdo totalmente compreendidos (39). De acordo com seus
estudos, Landis e Silver (41) sugerem que a formagdo mineral é mediada por uma
combinacéo de efeitos bioldgicos, fisico-quimicos e biomecéanicos no tecido.

Dessa forma, tem-se estudado cada vez mais técnicas e materiais que auxiliam no
reparo de grandes defeitos dGsseos. Atualmente, diversos materiais e técnicas tém sido

utilizados com o intuito de aumentar e acelerar a neoformacéo 6ssea.

3.2 Laserterapia de baixa intensidade

No intuito de auxiliar o reparo ¢sseo, novas alternativas de terapéuticas vém sendo
estudadas. Uma delas € a laserterapia, em que a fonte de luz é o laser (amplificacdo da luz
por emissao estimulada de radiacdo), que se diferencia das fontes de luz convencionais pelo
fato de possuir um Unico comprimento de onda, o que lhe permite uma propagacdo de
forma coerente no espaco, carregando boas quantidades de energia de forma colimada e
direcional (42). Para a utilizacdo correta dessa forma de energia, a compreensao de alguns
parametros fisicos se faz necessaria. O primeiro deles € a quantidade de energia, medida em
joules (J) e entregue por uma fonte luminosa, que é diretamente proporcional a poténcia do
aparelho que a emite (medida em watts [W]), e o tempo de exposicdo do tecido a mesma

(medido em segundos. (43)

Com o aumento da disponibilidade de lasers no inicio dos anos 1970, tornou-se
possivel investigar seu uso como modalidade de reparo para diferentes tecidos conjuntivos
(44). Varios tipos de lasers com diferentes comprimentos de onda, incluindo hélio-neénio
(632.8 nm), arseneto de aluminio e galio (805 + 25 nm) e arseneto de galio (904 nm) foram
utilizados em diferentes doses e tratamentos (45). O uso do arseneto de aluminio e galio
(GaAlAs) — igualmente conhecido como laser de diodo, utilizado no presente estudo, €
classificado como de baixa poténcia ou de baixa intensidade e tem sido utilizado cada vez

mais na odontologia.

Os efeitos fisioldgicos dos lasers de baixa poténcia ocorrem a nivel celular (46) e

podem estimular ou inibir atividades de proliferagdo biogquimica e fisiologica, alterando a
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comunicacéo intercelular (47). Dessa forma, a atuacdo no metabolismo celular resulta em

um aumento das fungdes nos tecidos lesionados e irradiados. (47)

Essa alteracdo ocorre devido a absorcdo dos fotons pelo complexo IV, situado na
membrana interna das mitocondrias, o que aumenta a producdo de adenosina trifosfato e,
consequentemente, a funcionalidade celular (48-50). No tecido 0sseo, a aplicacdo do laser
induz ao reparo 0sseo pela ativagdo dos osteoblastos, levando a proliferagdo e a
diferenciacdo destas células com consequente neoformagdo da matriz 6ssea (51). A
neoformacdo dssea foi observada em diferentes estudos independente do procedimento
cirurgico realizado (47), no entanto, a maior parte das pesquisas foi realizada considerando
a extracdo dentéaria (47). Especialmente nesse tipo de intervencdo, observa-se, ao longo do
tempo, que o 0sso trabecular formado se torna mais compacto, assumindo um padréo
lamelar concéntrico, o que sugere um tecido 6sseo maduro, enquanto o local cirargico nao

irradiado apresenta 0sso trabecular imaturo, com grandes espacos de medula déssea. (48)

O uso da LBI também foi avaliado quando aplicado ap6s instalacdo de implantes
para acelerar a osseointegracdo (52), bem como para a cicatrizacdo de tecidos moles (53)
com resultados satisfatérios. Vale ressaltar que as caracteristicas histoldgicas mencionadas

nos estudos acima foram relatadas ao usar laser de baixa intensidade — 0 GaAlAs.

Em relacdo a dltima década, vérios estudos avaliaram os efeitos da LBI na
neoformacdo dssea (22, 54), devido ao aumento da atividade osteobléstica (55), da
vascularizacdo (22) e da organizacdo de fibras de colageno (56). Estudos in vitro tém
demonstrado que esse tipo de laserterapia exerce efeito bioestimulador em células
osteogénicas e em tecidos 6sseos (57, 58). Da mesma forma, estudos in vivo revelaram que
0 uso do laser de baixa intensidade aumenta o reparo 06sseo em defeitos 0sseos
padronizados, além de melhorar a neoformacdo Ossea em fraturas artificiais (59, 60).
Adicionado a estes resultados, foram observados a inducdo na atividade da fosfatase
alcalina e 0 aumento da expressdo génica da osteocalcina quando houve aplicacdo do laser
de diodo, o que contribui para a formacdo 0ssea (61, 62). Embora tenha se observado a
acdo da laserterapia a nivel celular, na literatura existem resultados controversos quanto ao
uso da LBI e seus efeitos nas atividades celulares (63). No entanto, ha estudos em que a
laserterapia promoveu a proliferacdo e a diferenciagéo de osteoblastos (51), e a inibi¢do a
diferenciacéo de osteoclastos (64), além de induzir o processo de mineralizacédo (65). Ainda

assim héa alguns estudos que afirmam que as etapas de proliferacdo e de crescimento celular
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podem permanecer inalteradas quando expostas a diferentes doses de irradiacdo, o que pode
ser observado em diferentes tipos celulares, como osteoblastos e fibroblastos (66). A
combinacdo especifica entre comprimento de onda e dose aplicada pode influenciar nas

diferentes respostas para cada tipo celular. (67)

Considerando a variedade de protocolos utilizados com uso do laser (Tabela 1) para
diferentes tipos de células e de estudo, é necesséria, portanto, uma investigacdo dos
parametros bioestimuladores e dos efeitos reais da LBI. Nesse sentido, tem sido aceito que
esse tipo de laserterapia produz melhores resultados quando administrado em doses baixas
do que a doses altas (68). Além disso, doses acima de 20 J/cm2 foram relatadas por

possuirem acao inibitoria (69, 70), o que é controverso na literatura.

O estudo de Altan et al., (71) igualmente verificou que a laserterapia de baixa
intensidade, com doses de 5 e 6.300 J/cm2, era significativamente eficaz, enquanto a dose
de 20 J/cm2 ndo mostrou efeito significativo no aumento da formacdo 6ssea. Entretanto,
Saito e Shimizu (72) utilizaram doses elevadas de 6.354 e 21.180 J/cm2 e obtiveram
resultados positivos, revelando um estimulo dose-dependente da formacdo Ossea via
laserterapia. Em outro estudo, Silva et al. usaram dose de 160 J/cm2 e similarmente
alcancaram resultados significativos (73). Estes resultados revelam que a eficiéncia da
laserterapia € alterada de acordo com a dose aplicada, o que ja havia sido observado nos
estudos de Gross e Jelkmann (74) e Sattayut et al., (75), os quais demonstraram que a dose
muito baixa da LBI ndo apresenta efeito, a dose muito alta pode resultar em pouco ou

T

produzidos pelo laser.

Estes resultados confirmam o que Khadra et al. (22) observaram em 2004, quando
foi utilizada a LBI (laser de diodo GaAlAs, 830 nm, 23 J/cm2) em defeitos dsseos criados
em calvarias de ratos para avaliar o seu efeito sobre o reparo e o crescimento 6sseo. No
experimento, os animais foram mortos em dois tempos (14 e 28 dias). Em ambos os tempos
de morte, as amostras de tecido que receberam a LBI continham significativamente mais
calcio e fosforo apos 14 dias (p = .002 e p = .006, respectivamente) e apos 28 dias (p = .002
e p = 0.039) do que nos grupos em que ndo foi aplicado o laser, assim como o teor relativo
de proteinas foi maior no grupo irradiado ap6s 14 e 28 dias (p = 0.013 e p = 0.015,
respectivamente). As analises histoldgicas revelaram angiogénese e formacdo de tecido

conjuntivo mais pronunciadas nos grupos irradiados apés 14 dias (p = 0 .01 e p = 0 .04,



28

respectivamente), mas ndo apés 28 dias. A formacao dssea foi maior no grupo experimental

(p =0.008 e p=0.002) do que nos demais grupos nos dois tempos de morte. (22)

E possivel observar a falta de padronizacdo dos pardmetros da LBI nos diferentes
estudos, 0 que, muitas vezes, justifica os diferentes resultados encontrados. Além dos
parametros do laser, é importante considerar outros cofatores que igualmente podem afetar
a dose administrada, como a profundidade do tecido-alvo. Este é um cofator importante,
pois a quantidade de energia diminui a medida que a profundidade do tecido aumenta. Esse
foi um dos motivos que impulsionaram a utilizagdo do comprimento de onda no espectro
infravermelho. Devido a sua boa penetracdo de luz, ha uma menor perda de eficiéncia
comparado aos outros lasers, podendo atingir até 37% de sua intensidade ap6s uma
profundidade de 2 mm. (45)

Tabela 1 — Protocolos de LBI

Autor Dose Comprimento de onda
(J ou J/cm?)
AboElsaad, 2009 16 J/cm?2 830 nm
Nascimento et al., 2010 20J/cm2 830 nm
Pires-Oliveira et al., 2010 50J/cm2 904 nm
Pinheiro et al., 2010 4 Jlcm2 850 nm
Favaro-Pipi et al., 2010 0.51J(50J/cm2) 830nm
Coelho et al., 2014 4 Jlcm2 830 nm
Batista et al., 2014 6J (210 J/cm2) 830nm
Eslamian et al., 2014 2 Jlcm2 810 nm

Fonte: O autor (2019)

Embora ainda ndo haja uma padroniza¢do nos protocolos da LBI, o conceito e 0
mecanismo de bioestimulacdo de feridas por este tipo de terapia tém atraido consideravel
atencdo. Estudos de uma revisdo sistematica sobre o uso de lasers em cirurgia oral
avaliando reparo 6sseo mostraram que a LBI é indicada para melhorar a neoformacéo e a
mineralizacdo d0ssea (47). Entretanto, os parametros aplicados nesses estudos variaram na
poténcia e no tempo de irradiagdo (76, 48, 77, 78, 79). Mesmo com diferentes protocolos,
alguns dos estudos concordaram que a LBI estimula a biomodulagdo da neoformacgéo 6ssea

por meio da osteogénese, diminuindo o tempo de reparo do tecido dsseo. (76, 48, 79)

O reparo 6sseo € um complexo processo biolégico que requer etapas especificas

para neoformacdo envolvendo mudancas nas diferenciacdes celulares. O restabelecimento



29

da arquitetura e da funcionalidade dssea depende, principalmente, da correta proliferacdo
celular e da deposic¢éo de ions de célcio para determinar o sucesso da regeneracao do tecido
lesionado. O tecido désseo tem ampla capacidade de se regenerar, no entanto, existem
limites para o reparo espontaneo. Em caso de defeitos criticos, nos quais a capacidade de
vascularizacdo é prejudicada ou héa instabilidade mecénica, a capacidade de recuperar a
estrutura e a fungdo é limitada. Nesse contexto, entra a importancia da ROG, em que se
utilizam técnicas para viabilizar e acelerar a neoformacao 6ssea, como, por exemplo, 0 uso
de membranas biocompativeis e de técnicas de enxertia utilizando substitutos 0sseos. A
laserterapia tem sido cada vez mais associada a essas técnicas no intuito de se obter uma
boa qualidade 6ssea. Nesse sentido, estudos experimentais tém sido realizados em modelo
animal para comprovar os efeitos da LBI na neoformacéo 6ssea.

Nessa perspectiva, avaliando a LBI associada a substitutos 6sseos, o estudo de
Pinheiro et al., (80) investigou os efeitos da laserterapia (830nm e 4J/cm?) associada ao
enxerto 6sseo Genox®, em defeitos dsseos criados no fémur de ratos Wistar, em que foi
possivel observar que, no grupo irradiado, o reparo 6sseo foi maior e foi caracterizado pelo
aumento da neoformacdo Gssea e da quantidade de fibras colagenas ao redor do enxerto a
partir do 15° dia apos cirurgia. Ainda avaliando a acdo da LBI associada a substitutos
0sseos, Rasouli et al., (81) observaram os efeitos da laserterapia (810 nm, 300 mW, 4
Jlem?, GaAlAs) associada ao Bio-Oss® no processo de osteogénese em defeitos criados na
calvaria de coelhos. Neste estudo, em cada calvaria foram feitos quatro defeitos de 8 mm de

didmetro na calvaria de cada animal.

Um defeito ficou como controle com apenas coagulo sanguineo, o segundo local foi
preenchido com Bio-Oss®, o terceiro foi tratado com laser e o quarto local, por sua vez,
com Bio-Oss® e laser. Neste estudo foi observado que a quantidade média de neoformacéo
Ossea na 42 e 82 semana foi de 15,83 e 18,5% no grupo controle; 27,66 e 25,16% no grupo
irradiado por laser; 35.0 e 41,83% no grupo em que foi aplicado apenas Bio-Oss, e 41,83 e
47,0% nas amostras tratadas a laser + Bio-Oss com diferengas estatisticas significativas (p
<0,05). Nos dois estudos citados, os autores concluiram que a aplicacdo da LBI em
combinacdo com o material de enxerto pode promover o reparo 0sseo, considerando
também a capacidade osteocondutora do substituto 6sseo utilizado, sendo evidente que o

uso desse biomaterial dificulta a formacao de fibrose e protege a cavidade. (82)
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Em adicdo aos substitutos dsseos, a utilizacdo de membranas de colageno na ROG
tem dificultado a migracdo epitelial para o defeito 6sseo, o que comprometeria a qualidade
0ssea neoformada. Portanto, o uso destas membranas auxiliam na manutencdo de um meio
favoravel para as células osteogénicas do hospedeiro se deslocarem para a area do defeito e
acelerarem o reparo 6sseo (83). A membrana deve ser biocompativel, capaz de criar espaco,
obter integracdo tecidual e ser de facil manuseio. A associacdo da membrana com o enxerto
autogeno tem melhorado alguns resultados, uma vez que sua utilizacdo estabiliza 0 material
de enxerto dentro do defeito dsseo. Assim, a associacdo desses biomateriais com a
laserterpia pode melhorar os resultados alcancados até ent&o.

Avaliando essa associacao, o estudo de Freitas et al., (23) traz uma anélise sobre
técnicas usadas na ROG associadas a laserterapia, em que foram utilizados 80 ratos Wistar,
nos quais foram confeccionados um defeito dsseo critico por calvaria. Esses animais foram
divididos em oito grupos: grupo C (controle — apenas coagulo sanguineo); grupo M
(membrana de colageno — BioGide®); grupo terapia de fotobiomodulacdo (TFBM); grupo
A (0sso autdgeno); grupo A + TFBM; grupo A + M; grupo TBMT + M; e grupo A +

TFBM + M. Os animais foram mortos ap6s 30 dias da cirurgia.

Nas analises histomorfométrica e estatisticas, observou-se que todos 0s grupos
tiveram maior area de osso recém-formado em comparacdo ao grupo C (9,96 + 4,49%). O
grupo TFBM + M alcangou maior quantidade de osso neoformado (64,09 + 7,62%),
seguido pelos grupos TFBM (47,67 £ 8,66%), M (47,43 £ 15,73%), A + TFBM (39,15 +
16,72%) e A + TFBM + M (35,82 + 7,68%). Apo6s o grupo C, os grupos A (25,10 +
16,59%) e A + M (22,72 + 13,83%) apresentaram as menores quantidades de 0sso recém-
formado. Sendo assim, os autores concluiram que a utilizacdo da TFBM pode ser eficaz
para reparo 6sseo, quando associado a técnicas de regeneracdo 0ssea.

Do mesmo modo, o estudo feito por Pomini et al., (84), em defeitos &sseos criticos
na calvaria de ratos, avaliou um sistema formado por xenoenxerto (Bio-Oss®) e membrana
de fibrina (Tisseel Lyo®) associado a laserterapia. Trinta e seis ratos foram divididos em
quatro grupos: CS (n = 8), defeito preenchido com coagulo sanguineo; MFB (n = 10),
preenchido com membrana de fibrina + xenoenxerto; CST™BM (n = 8), coagulo sanguineo +
fotobiomodulagdo; MFBTFBM (n = 10), membrana de fibrina + xenoenxerto +
fotobiomodulagdo. Os animais foram mortos ap6s 14 e 42 dias. Na andlise histoldgica e

microtomografica, neoformacdo 6ssea foi observada em todos os grupos, limitada as
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margens do defeito e sem fechamento completo da ferida. No grupo MFB, houve aumento
da formag&o 6ssea entre os periodos (4,3+ 0,46 a 6,01+ 0,32), mas com menor densidade de
volume quando comparado ao grupo MFBPBMT (56+ 0,45 a 10,64 +0,97). Portanto, o
sistema formado pelo xenoenxerto e pela membrana de fibrina associado ao protocolo de

laserterapia tem efeito positivo no processo de reparo 0sseo. (84)

Foram observados resultados favoraveis da LBI, quanto ao reparo 6sseo, mesmo
sem a utilizacdo de substitutos 6sseos ou de membranas de colageno. Estudo em humanos
observou neoformacéo 6ssea quando feito o uso da LBI (4 = 630-660 nm, 25 mW/cm2, 6
min) em cirurgia de implantes dentarios. A amostra do estudo constituiu de 20 pacientes
submetidos a um levantamento de seio maxilar bilateral e a instalacdo simultanea de
implantes dentarios. Os pacientes foram submetidos a exames de imagem pré e pés-
operatério (ap6s o 1°, 3° e 6° més). Desse modo, foi possivel observar que o lado que
recebeu a laserterapia apresentou melhores resultados do que o grupo controle. O aumento
da densidade dssea em todos os intervalos pos-operatorios foi estatisticamente significante
(p <0,05). (85)

Embora haja resultados positivos quanto ao reparo 6sseo utilizando a LBI isolada,
0s biomoduladores tém sido utilizados com o intuito de melhorar a osseointegracéo e a
neoformacdo déssea em torno de implantes dentérios e em perdas 6sseas por outros fatores.
Além das opcdes ja citadas, vem crescendo na odontologia o uso de produtos derivados do
sangue, 0s concentrados plaquetarios (CP). Muito embora ja tenham sido provados 0s
efeitos benéficos dessa terapia sobre 0 processo de reparo 0sseo, assim como os da LBI, a
associacao entre essas duas técnicas ainda foi pouco investigada, carecendo de estudos

acerca de tal topico.

O estudo de Jonasson et al. (86) avaliou a eficacia da associacdo da LBI (780nm e
7.5 Jlcm?) com CP no reparo de defeitos 6sseos criticos em calvaria de ratos Wistar. Os
animais foram randomizados em quatro grupos: LP (LBI + CP); CP; L (LBI) e C (controle,
apenas enxerto autdégeno — 0sso removido da calvaria que foi triturado). Os animais foram
mortos ap6s 30 e 60 dias da cirurgia. Os espécimes foram submetidos a andlises
radiograficas (digitais e convencionais), histologicas, histomorfométricas e imuno-
histoquimicas. A andlise histolégica demonstrou uma diferenca significativa quanto a
formacgéo de o0sso imaturo entre os animais do grupo L (p < 0,049) apds 60 dias quando

comparado aos demais grupos. Taxas mais altas de infiltrados inflamatorios e de fibrose
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foram observadas nos grupos LP e CP apds 30 e 60 dias. Ndo foi detectado aumento
significativo na densidade Ossea nos animais que receberam CP. Os grupos L e C
apresentaram escores mais altos de imunocoloracdo positiva para osteocalcina na matriz

0ssea e extracelular.

Como concluséo, o estudo afirma que a LBI reduz a inflamacéo e contribui para o
aumento da formacdo Ossea, e que o tratamento com CP mostrou manter o tecido

conjuntivo e induzir fibrose durante o reparo dsseo.

2.3 Concentrados plaquetarios

Com o advento da implantodontia, muito tem sido discutido sobre o uso de varios
substitutos 0sseos destinados a criarem condigdes 0sseas necessarias para permitir a
reabilitacdo com implantes dentarios. Diferentes fatores de crescimento e proteinas estao
sendo cada vez mais utilizados sozinhos ou em conjunto com materiais de enxerto 6sseo em
terapéuticas médicas e odontoldgicas, especialmente na implantodontia e periodontia com a
finalidade de aumentar e de acelerar a regeneracdo Ossea. Entre estes fatores estdo os
concentrados plaquetarios, o plasma rico em plaquetas (PRP) e a fibrina rica em plaquetas
(PRF). (87)

Os concentrados plaquetarios foram originalmente utilizados para o tratamento e a
prevencdo de hemorragia causada pela trombocitopenia severa, e o produto formado e
utilizado para transfusdo foi denominado de PRP (88). Em seguida, 0 uso de produtos
derivados do sangue para selar feridas e estimular a cicatrizacdo comegou com 0 uso de
colas de fibrina, que sdo constituidas de fibrinogénio concentrado (polimerizacdo induzida
por trombina e célcio) (89). A cola aut6loga de fibrina é uma das op¢des mais seguras, mas
a sua obtencdo é complexa e cara (90). Desde entdo, 0s beneficios trazidos pelos produtos
sanguineos foram cada vez mais estudados, e novos protocolos, kits e centrifugas foram

desenvolvidas para contornar as dificuldades encontradas.

Nesse contexto, foi desenvolvida por Choukroun et al. (13) a fibrina rica em
leucocitos e plaquetas como um adjuvante terapéutico para melhorar a cicatrizacdo de
feridas e a regeneracdo de tecidos apOs procedimentos cirdrgicos intraorais. A PRF é
considerada como concentrado plaquetario de segunda geracdo caracterizado por um
método de obtencdo simples, sem manipulacdo bioquimica ou aditivos exdgenos & amostra

de sangue (91). Para sua obtencédo, o sangue venoso ¢ colhido e centrifugado em tubos de
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vidro ou de plastico com jateamento (12) de silica sem anticoagulantes, resultando em trés
camadas distintas: corpusculos vermelhos no fundo devido a densidade das hemacias, uma
camada intermediaria que representa o codgulo de PRF, em que se encontra grande
quantidade de plaquetas e leucdcitos (12) e o plasma pobre em plaquetas ou acelular no

topo do tubo.

A membrana de PRF é composta por uma estrutura tridimensional e densa, que
permite o aprisionamento de plaquetas e de leucdcitos. Estes, por sua vez, vao liberar
citocinas e fatores de crescimento, desempenhando um papel crucial no processo de
cicatrizacao (91, 12). Os neutrofilos e macrofagos eliminam bactérias e tecidos necrosados
através da fagocitose, debridando a ferida e prevenindo infeccBes secundarias. Por outro
lado, as plaquetas e os macrofagos secretam fatores de crescimento, incluindo fator de
crescimento beta 1 (TGF-b1), fator de crescimento derivado de plaquetas (FGDP), fator de
crescimento endotelial vascular (FGEV) e fator de crescimento semelhante a insulina
(FGI), que contribuem para a cicatrizacdo de feridas através do estimulo da reepitelizacéo,

da angiogénese e da formacéo da matriz extracelular. (92)

Quando comparado a outros concentrados plaquetarios, foi observado que a PRF
libera niveis mais altos de fatores de crescimento em um periodo de (12) em 10 dias. Além
de liberar proteinas bioativas, a rede de fibrina rica em plaquetas também funciona como

suporte para migracao celular (16) e se degrada gradualmente. (93)

Corroborando com os resultados anteriores, Lourenco et al., (2018) observaram alta
liberacdo de fatores de crescimento (PDGF, bFGF e VEGF) nas primeiras 24 horas,
reduzindo ao decorrer do tempo, mantendo concentra¢des significativas apds trés semanas.
Ambeas citocinas anti-inflamatorias (IL-10, IL-4, e IL1-RA) e pro6-inflamatorias (1L-6, TNF-
alfa, IL-1b, IFN-gama) apresentaram picos de liberacdo diferentes, mantendo altas taxas de
fracionamento por até 21 dias, bem como quimiocinas de relevancia no reparo tecidual

também foram produzidas em grandes quantidades ao longo do periodo experimental.

Desse modo, estes resultados demonstram que a membrana de fibrina derivada do
sangue possui alta estabilidade estrutural e contetdo celular, assim como estudos de
diferentes areas in vitro e em animais comprovaram que a PRF melhora a cicatrizacdo de

tecidos moles, promovendo a angiogénese e a proliferacdo celular. (94)
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Além de sua acdo benéfica sobre os tecidos moles, a aplicacdo da PRF igualmente
tem sido associada a resultados positivos no reparo e na regeneracdo do tecido 6sseo.
Quando comparada a uma membrana de colageno de origem suina amplamente utilizada, a
PRF pareceu produzir resultados superiores em termos de proliferacdo de osteoblastos e de
células periosteais in vitro (95, 96). Além disso, a PRF tem sido empregada para reduzir a
inflamacdo pos-operatéria (97, 98), a dor relatada pelo paciente (99) e a frequéncia de
alveolite (100, 101) apos a extracdo de terceiros molares. A capacidade de cicatrizacdo
desse concentrado plaquetario também foi estudada em regeneracdo periodontal e em

cirurgia pléstica.

Diante destes beneficios relatados, estudos pré-clinicos in vitro utilizaram a PRF em
uma infinidade de indicacBes de cirurgia periodontal e oral. Uma metanalise recente
mostrou uma diferenca de reducdo de profundidade de sondagem de 1,1 mm, ganho de
insercdo clinica de 1,2 mm e ganho 6sseo de 1,7 mm em defeitos intraésseos em favor do
debridamento com retalho aberto e uso da PRF quando comparado ao desbridamento sem o
do concentrado plaquetério (10). A PRF também tem sido amplamente utilizada em
procedimentos da implantodontia, no intuito de melhorar e acelerar a cicatrizacdo dos
tecidos, sendo usada como coagulo, ou associada a enxerto ésseo, ou utilizada como uma

membrana.

De fato, uma das primeiras aplicacfes da PRF na odontologia foi na implantodontia
(102). No entanto, resultados varidveis foram relatados quanto aos seus beneficios sobre o
uso associado a implantes dentarios e a sua utilizacdo em defeitos 6sseos. Enquanto que
alguns estudos demonstram que a adicdo da PRF nos procedimentos de aumento do seio
maxilar acelera a formacéo 0ssea e reduz a reabsorcao dssea alveolar (102, 103), outros ndo
relataram ganhos em aplicagdes similares (104, 105). Seguindo o uso da PRF em
levantamento de seio maxilar, Bosshardt et al., (106) e Gassling et al., (96) avaliaram o0s
resultados histomorfométricos apds o uso de membranas de PRF em comparacdo com uma
membrana de coladgeno absorvivel (Bio-Gide; Geistlich, Wolhusen, Suica) para cobrir a
janela lateral que deu acesso ao seio maxilar. E ambos o0s estudos néo relataram diferenca
na proporcao de formagdo 60ssea vital e de material de enxerto residual apos 5 a 11 meses, 0
que, sem davidas, é um resultado positivo para implantodontia, pois a membrana de PRF

tem custo inferior quando comparada a membrana de colageno comercial.
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Quanto a preservacdo da crista alveolar, estudos compararam a perda 0ssea
horizontal (POH) e a perda dssea vertical (POV) em cavidades pos-extracdo, tratadas com
PRF ou com apenas o coagulo sanguineo (103, 107, 108) e Temmerman et al. (103)
relataram (POH) de 0,8 + 2,5 mm na face (V) e 0,6 £2,2 mm na face lingual (L) a 1 mm
abaixo da crista para os alvéolos tratados com PRF, o que representou uma reducéo total da
largura (RTL) de 22,84 + 24,28% (103). Os resultados observados foram significativamente
inferiores quando comparados ao grupo controle (POH / V: 2,9+ 2,7 mm; POH / L: 2,1+
2,5 mm; RTL: 51,92 + 40,31%). Em estudo com o0 mesmo objetivo, foi relatado que apos 8
semanas da extracdo houve uma reducdo média da largura da crista alveolar de 0,06 mm
para os alvéolos tratados com PRF, que foi significativamente menor que a reducédo de 0,43
mm observada nos alvéolos em que o reparo ocorreu de forma espontanea. Moussa et al.,
(109) estudaram os efeitos do recobrimento de blocos de enxertos autdgenos com a
membrana de PRF, em que puderam observar uma maior reabsorcdo do enxerto 6sseo na

auséncia da membrana de LPRF (0,8+ 0,6 mm vs. 1,6+ 0,9 mm) ap6s 4 meses.

O concentrado plaquetério de segunda geragdo tem sido utilizado de forma isolada
ou associado a outras terapias, como 0s substitutos 0sseos, no intuito de ser um
complemento util para a neoformacédo 6ssea. Com este objetivo, Abdullah (110) comparou
a regeneracao 0ssea em defeitos 6sseos ndo criticos em calvaria de ratos, preenchidos com
PRF isolada ou associada com B-TCP. Os animais foram divididos em trés grupos, a saber:
grupo I: defeitos preenchidos com PRF isolada, grupo II: PRF + B-TCP e o grupo IlI:
controle, em que houve o reparo espontaneo. Os animais foram mortos ap6s 1, 2, 3, 4 e 6

semanas apos cirurgias.

Através da tomografia microcomputadorizada (TMC), a neoformacdo dssea e a
densidade Ossea mineral foram avaliadas. Foi observada maior regeneracdo 0ssea nos
defeitos que receberam PRF com B-TCP em comparacdo aos defeitos que receberam PRF
isoladamente nas primeiras 2 (duas) semanas (P < 0,001). No entanto, as diferencas no
volume e na densidade do osso recém-formado entre os grupos PRF e PRF / B-TCP ndo
foram significativas nas 3, 4 e 6 semanas pos-operatérias (P > 0,005), concluindo que a
associacdo da PRF ao B-TCP melhorou significativamente a regeneracdo Ossea nas
primeiras 2 (duas) semanas apos a cirurgia. Embora as diferengas entre os resultados com e
sem a adigdo de PRF ao B-TCP sejam estatisticamente insignificantes na 3° e 6° semana,
foi, no entanto, evidente que o grupo que recebeu a combinacdo apresentou melhores

resultados, sugerindo assim um mecanismo sinérgico para esse efeito.
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Buscando ainda promover pesquisas em relacdo a reabilitacdo Ossea, Karayurek et
al., (111) se basearam na hipdtese de que o uso da PRF com materiais de enxerto 6sseo
poderia aumentar a regeneracdo. Através de defeitos 6sseos criados na calota de coelhos,
avaliaram os aspectos histopatoldgicos e imuno-histoquimicos apos a aplicacdo da PRF
com enxerto autégeno, xenoenxerto e S-TCP. Os animais foram divididos em grupo I: o
defeito da direita foi deixado apenas com coagulo sanguineo e o da esquerda foi tratado
com PRF; grupo IlI: enxerto 6sseo autdgeno (bloco removido da calvéria) foi aplicado no
defeito direito; e no defeito esquerdo, foi utilizado PRF + enxerto autdégeno; grupo IlI:
apenas xenoenxerto (Bio-oss®, Geistlich, Suica) foi aplicado no defeito direito e, para o

defeito esquerdo, PRF + xenoenxerto em volumes iguais.

Por fim, no grupo IV, o B-TCP (R.T.R. syringe, Septodont, USA) foi aplicado ao
defeito direito e, para o defeito esquerdo, PRF + B-TCP foram misturados em volumes
iguais (112). Os resultados histopatolégicos foram melhores para o grupo que utilizou
enxerto autégeno. Como resultado, o estudo traz que, em termos de neoformacdo dssea, o
enxerto autdgeno associado a PRF produziu resultados superiores, mas a combinagdo de -
TCP-PRF nao teve diferengca quando comparado ao grupo tratado apenas com B-TCP. No
entanto, mais estudos experimentais e clinicos podem ser benéficos para esclarecer o
mecanismo exato e os resultados da combinacdo da PRF com enxertos 0sseos no processo

de cicatrizacao dssea.

Outra aplicacao de bioestimulacdo é a irradiacdo direta sem afetar a temperatura da
superficie pelo laser de baixa intensidade ou laser de diodo (81). A LBI tem sido aplicada
na inducédo da regeneracgdo, de forma a aumentar as atividades das células ésseas, sendo um
coadjuvante nesse processo. Tem sido proposto que a LBI estimula a cicatriza¢ao de feridas
(113) e a sintese de colageno (114). Sendo assim, associar essa técnica nao invasiva ao uso
de concentrados plaquetarios pode ser uma forma de terapia combinada que s6 vem a
acrescentar no processo de reparo 0sseo, ja que ambas as técnicas mostram efeitos e

propriedades favoraveis ao processo de neoformacao 0ssea.

Com essa linha de pensamento, em desenho de ensaio clinico randomizado
realizado em nove pacientes com perda bilateral dos dentes posteriores da mandibula,
Sleem et al., (115) utilizaram tratamento com implantes dentarios associado com PRF nos
dois lados da mandibula em todos os pacientes. A aplicagdo do laser foi realizada para um

lado duas vezes por semana, durante um més a partir do dia da instalacdo. A dor pos-


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DKaray%25C3%25BCrek%2520F%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D30765247&xid=17259,15700023,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhgKd7L_6EdTh9QzGSesL7dh2TN1gg
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operatoria foi avaliada diariamente durante a primeira semana usando a escala de
classificacdo numeérica da dor (NRS) como desfecho primario. A densidade 0ssea relativa a
area peri-implantar foi medida por radiografia digital intraoral, e a estabilidade dos
implantes foi avaliada por radiofrequéncia, ambas, imediatamente apos a instalacdo e no

poOs-operatdrio de 1, 4 e 9 meses.

Como resultado, o NRS para dor diminuiu significativamente no final da primeira
semana do pds-operatorio nos dois grupos, com uma média de (2,22 + 1,56) (2,11 + 1,83),
respectivamente. No entanto, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos teste (p = 0,892). Os valores relativos da densidade dssea diminuiram no final do
nono més de acompanhamento no grupo experimental e no controle, com uma média de
(134,42 + 16,13) (128,77 = 33,54), respectivamente. Nenhuma diferenca estatisticamente
significante foi observada entre os grupos teste (p = 0,863). Os valores de radiofrequéncia
para a estabilidade do implante ndo mostraram diferenca significante apos nove meses de
acompanhamento, quando comparados aos valores de estabilidade inicial no dia da
instalacdo dos implantes no grupo experimental e no controle com os valores medios de
(67,24 = 1,79) e (66,9 = 2,57), respectivamente. Nenhuma diferenca significante foi
observada entre os grupos teste (p = 0,793). Os autores concluiram que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas nos valores de dor pos-operatdria, de estabilidade do
implante e de densidade 6ssea entre os sitios onde os implantes foram instalados e tratados
com PRF e incrementados com o laser de diodo em comparacdo com o0s sitios dos
implantes tratados apenas com PRF.

A ldgica cientifica subjacente aos protocolos de obtencdo da PRF € que as plaquetas
sdo um reservatorio de fatores de crescimento que desempenham papéis cruciais nos
mecanismos de reparo de tecidos duros e moles (5, 116). A obtencdo do coagulo de fibrina
e de ativacdo plaquetéria sdo induzidas pela cascata de coagulacdo que ocorre durante a
centrifugacdo. Durante o processo de coagulacdo, a trombina endégena reage com o
fibrinogénio para formar o coagulo de fibrina, de modo que o soro sobrenadante obtido
apos a centrifugagcdo ndo é mais capaz de coagular. Muitas tentativas recentes foram feitas
para otimizar protocolos para a aplicacéo clinica da PRF. Entre eles, a Advanced-PRF (A-
PRF) foi desenvolvida usando velocidades mais lentas e menor tempo de centrifugacao
(1400 rpm ou 200 g por 8 min) (117). Esta técnica permite a comparacdo do A-PRF com a
PRF convencional sobre os efeitos da forca centrifuga (velocidade e tempo) na formacéo

0ssea alveolar, o que é relevante para regeneracado tecidual. (118)
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No intuito de elucidar o efeito da A-PRF na formacéo 0ssea, Masahiro et al., (119)
utilizaram coagulos de A-PRF nos alvéolos de pré-molares apos exodontias em cées da raca
Beagle. A neoformacdo Ossea foi avaliada através de exames histoldgicos e de
imunofluorescéncia, apos 14 e 30 dias das cirurgias. O exame histoldgico revelou 0sso
recém-formado, preenchendo até o centro das cavidades no grupo A-PRF apods 14 dias,
enquanto que, apés 30 dias, foi observada trabécula do dsseo denso e regular dispostos em
0SS0 poroso. Expressdes mais elevadas de osteocalcina e osteopontina foram observadas no
0sso recem-formado no grupo A-PRF, em comparagéo ao grupo controle. Da mesma forma
ocorreu quanto as taxas de formacdo 6ssea, em que o grupo A-PRF teve maior formacéo
Ossea ap6s 14 dias (67,77 £ 12,10) e 30 dias (79,90 + 2,22) do que o grupo controle ap6s 14
dias (28,22 + 2,16) e ap6s 30 dias (52,28 + 4,09).

Os autores concluiram, deste modo, que a aplicacdo da A-PRF pode resultar em
nova formacdo dssea e acelerar o reparo 0sseo. Além destes resultados, o grupo A-PRF
aumentou a atividade osteoblastica podendo, assim, ser (til para a formacdo dssea na area

da odontologia e da medicina.

Em concluséo, diante das informacGes apresentadas, podemos afirmar que, embora
a PRF pertenca a uma nova geracdo de concentrados plaquetarios, sem dividas possui a
estrutura de uma fibrina. Fato este que é suficiente para explicar a capacidade cicatricial da
PRF. Além disso, a sua polimerizacdo lenta confere a membrana de PRF um efeito

particularmente favoravel a arquitetura fisioldgica para apoiar o processo de cicatrizagéo.

No entanto, € necessario investigar ainda mais as caracteristicas plaquetarias e
inflamatorias desse biomaterial. Uma completa compreensdo de sua fisiologia e seu
significado permitirda uma melhor compreensdo dos resultados clinicos obtidos e,
posteriormente, estender 0s possiveis campos de aplicacdo dessa terapéutica e seus

protocolos.
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4 METODOLOGIA

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) (Protocolo: 5541150219) do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). As cirurgias foram realizadas no biotério de
experimentacdo do laboratério de neuroimunoendocrinologia e toxinologia do ICS/UFBA,
seguindo as normas éticas no uso de animais de laboratdrio, estabelecidas pela legislacéo

atual e pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.1 Amostra

Foi utilizado o Programa Estatistico WinPep para calcular o ‘n’ amostral. O critério
utilizado para o célculo da amostra foi baseado em estudos com protocolos semelhantes
empregando-se a membrana de PRF (120) para comparar duas proporcées de neoformacéo
Ossea, usando os seguintes valores de referéncia: nivel de significancia de 5%, poder de
95% e propor¢do minima esperada entre os grupos de 0,05. Seguindo esses parametros,
assumiu-se um ‘n’ minimo de 6 ratos para cada grupo experimental. Serd4 necessaria a
utilizacdo de 12 ratos doadores para obtencdo de membranas de PRF, a serem aplicadas
como enxerto em 24 defeitos 6sseos. Cada membrana obtida de um (01) rato doador foi
dividida em duas, cada metade foi dobrada e utilizada em um defeito dsseo criado. Além
disso, foram calculados 10% do “n” amostral do total de grupos (05 ratos).

Sendo assim, utilizaram-se 65 ratos Wistar (250 a 350 g), provenientes do biotério
SUPRILAB. Eles foram divididos em quatro grupos de doze animais. Seis animais de cada
grupo experimental foram eutanasiados apds 30 e 60 dias. Os grupos experimentais eram 0s
seguintes: C (controle), PRF (PRF), L (laserterapia), PRFL (PRF + laserterapia).

Os animais foram mantidos em condi¢bes padrdo para a espécie no biotério de
experimentacdo do laboratério de neuroimunoendocrinologia e toxinologia, em caixas de
polipropileno nas medidas de 41x34x16, para a capacidade de 3/4 animais, fechadas com
tampa de arame de aco carbono, com encaixe para bebedouros. Durante o periodo
experimental, os animais foram alimentados com ragcdo comercial para roedores e

hidratados com &gua ad libitum.

As caixas foram mantidas em estantes de aco em sala climatizada (temperatura de
22 °C +/- 2 °C), com exaustdo, condices de umidade (65%) e de luminosidade controladas

de 12/12 horas. As gaiolas foram mantidas limpas e lavadas com agua e sabao neutro, a
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cada dois dias, quando a maravalha era trocada. Foram agrupados aleatoriamente 03 ratos

por caixa, separados de acordo com o grupo experimental.

4.2 Preparo da membrana de PRF

Através da puncdo intracardiaca, com scalp a vacuo, diretamente no ventriculo
esquerdo do animal foram coletados de 05 a 08 ml de sangue de cada rato doador, com peso
corporal de aproximadamente 350 g. As amostras de sangue foram coletadas em um tubo
plastico da tampa branca, sem tratamento de silica, com auséncia de anticoagulantes e
imediatamente centrifugadas (Montserrat Modelo 80-2B15 mL) com 2400 rpm por 10
minutos. Sabendo que aproximadamente 12% das plaquetas sdo perdidas na fracdo de
sangue utilizando o tubo de vidro para centrifugacdo e, portanto, dificultando que o
processo de concentracdo plaquetaria ocorra na camada do plasma, o tubo de plastico sem
jateamento interno foi recomendado para evitar a cascata de coagulacdo precoce no tubo e
impedir a rapida coagulacdo do sangue antes da centrifugacédo (121).

Apos a centrifugacdo, foi possivel obter o codgulo de PRF acima dos eritrocitos,
localizado na porcdo média do tubo (Figura 1a). Em seguida, o codgulo (Figura 1b) foi
removido cuidadosamente, pressionado entre duas compressas estéreis para obter uma
membrana de fibrina autéloga (Figura 1c). Cada membrana, obtida de um rato doador, foi
dividida em duas, e cada metade obtida foi dobrada ao meio para utilizagdo em um defeito

0sseo criado (como indicado no tdpico 4.3).

Figura 1 — (a) Coagulo de PRF. (b) Coéagulo removido. (c) Membrana de fibrina.

Fonte: O autor (2019)
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4.3 Procedimento cirargico

Apds jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados com ketamina a 10%
(100mg/kg) + xilazina a 2% (14mg/kg), i.p. Em seguida, os animais eram posicionados em
decubito ventral, sobre campo cirdrgico, para entdo realizar a tricotomia (Figura 2) na

regido da calvaria e a antissepsia da area cirurgica com alcool iodado.

Figura 2 — Tricotomia prévia ao procedimento cirurgico

Fonte: O autor (2019)

Foi realizada incisdo semilunar entre as orelhas no intuito de dificultar o acesso
posterior da ferida cirargica pelos animais. A incisdo cutanea e muscular foi feita com
aproximadamente 3 cm de extensdo para a exposi¢cdo do tecido dsseo, utilizando cabo de
bisturi n°® 3 com lamina n°® 15C. Os tecidos subcutdaneo e muscular foram entdo
divulsionados. Em seguida, o periésteo foi incisado e afastado. A visualizacdo do campo
operatorio foi mantida por meio de trés pingas hemostéticas.

Enquanto as amostras de sangue estavam sendo centrifugadas, um defeito 6sseo foi
confeccionado na por¢do mediana da calota craniana de cada rato, entre 0s 0ssos parietais,
com aproximadamente 07 mm de diametro (Figura 3a), por meio de uma broca trefina de
06 mm de didametro interno (Neodent, Curitiba, PR, Brazil) montada em um contra-angulo
com reducdo 1:20, com o auxilio de um motor para implantes (DrillerBLM 600 plus, SP,
Brasil) a 1500 rpm, sob irrigagdo externa peristaltica com solucéo fisiologica salina 0,9%,

mantendo a dura-mater integra (Figura 3b).
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Com relacdo aos defeitos, estes foram tratados de acordo com a categorizacao de
cada grupo, os tecidos foram reaproximados para a posi¢éo inicial com uma sutura simples
(com pontos interrompidos), utilizando fio de nailon 5-0 (Procare®, SP, Brasil).

Figura 3 — (a) Defeito dsseo em calota craniana de rato. (b) Remocdo de tampdo 6sseo
preservando a dura-mater

Fonte: O autor (2019)

Figura 4 — (a) e (b) — Membrana de PRF posicionada em defeito 6sseo

Fonte: O autor (2019)
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4.4 Parametros da fotobiomodulacdo com Laser

O aparelho utilizado foi o TFPremier, laser de diodo infravermelho com meio ativo
GaAlAs (arseneto de galio e aluminio), com comprimento de onda de 808 nm (MM Optics
Equipamentos, Sdo Paulo). Para os grupos experimentais irradiados (DL e DPRFL, 30 e 60
dias), a primeira sessdo de laser ocorreu imediatamente ap6s o procedimento cirdrgico e a
cada 48 horas durante 15 dias, na energia de 0,7 joules, densidade de energia de 25 J/cm2,
de forma pontual, com poténcia de 70 mW, no modo de emissdo continua, em um tempo de

aplicacdo de 15 segundos.

4.5 Morte dos animais

Todos os grupos tiveram dois tempos de morte: 30 e 60 dias. Os ratos sofreram
eutandsia por sobredosagem de anestésico (Tiopental por via endovenosa, trés vezes a dose

recomendada para a anestesia geral — 30mg/Kg).

As pecas cirurgicas foram colocadas em frascos com tampa identificada, contendo
formol a 10%, em quantidade superior ao tamanho da peca, e foram enviadas ao laboratorio

de anatomia patoldgica na Faculdade de Odontologia da UFBA.

As éreas de interesse foram acessadas através da dissecacdo e removidas usando
lamina para autdpsia. As amostras removidas foram preparadas para microscopia de luz. Os
cortes macroscopicos foram realizados por um mesmo pesquisador nas regiées anterior aos
olhos (focinho) e lateralmente as orelhas, além desses cortes realizou-se um corte frontal no

sentido de preservar apenas a regido superior do cérebro e o cranio (Figura 5).

Figura 5 — Peca cirdrgica enviada ao laboratério

Fonte: O autor (2019)
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4.6 Processamento histologico

As pecas foram fixadas em solucdo de formol a 10%, por aproximadamente sete
dias. Apos a fixacdo, 0s segmentos anteriores das calvarias ficaram por 24 horas em &cido
formico a 10%. Apds a descalcificacdo inicial, cada espécime foi dividido
longitudinalmente em dois blocos, exatamente sobre o centro do defeito cirdrgico original,
sendo possivel determinar os limites do defeito cirdrgico. Os espécimes foram processados
e incorporados em parafina. Uma série de seccdes, na direcdo longitudinal, no espécime
foram feitas em 3 um de espessura, a partir do centro do defeito cirtrgico original. As

secgOes foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) para anélise microscopica.

4.7 Anélise de dados

Foram executadas avaliacGes descritivas e estatisticas dos dados obtidos. Para as
analises realizadas, testes estatisticos serdo aplicados, para uma probabilidade de erro de
5% (p < 0,05). Para os testes estatisticos, 0s achados serdo categorizados como se apresenta
no quadro abaixo (Quadro 1). A classificacdo de scores foi adotada considerando a
extensdo da neoformacdo Ossea, a espessura 6ssea, a atividade osteobléstica, a presenca de
tecido conjuntivo e a intensidade inflamatdria na area detectada baseada no artigo de
Padilha et al., (120), alterando a classificacdo de 0-3 para 1-3, e analisados de forma cega

por um examinador calibrado.

Quadro 1 - Variaveis, parametros e categorizacdo da avaliacao histolégica

Variavel Parametro histologico Categorizacao (score)
e Discreta (até 1/3 da cavidade) 1
Neoformacédo 6ssea | e Moderada (entre 1/3 e 2/3 da cavidade) 2
e Severa (acima de 2/3 da cavidade 3
e Discreta (até 1/3 da cavidade) 1
Espessura 6ssea e Moderada (entre 1/3 e 2/3 da cavidade) 2
(vertical) e Severa (acima de 2/3 da cavidade 3
e Ausente 1
e Discreta a moderada (25% a 50% das 2
Intensidade células sdo inflamatorias)
inflamatéria e Severa (mais 50% das células séo 3
inflamatdrias)
e Discreta (presentes em até 25% do corte) 1
Atividade e Moderada (presentes em até 50% do corte) 2
Osteobléastica e Severa (presentes em mais de 50% do corte) 3
e Ausente 1
Conjuntivo/fibrose | e Leve a moderada 2
e Severa 3

Fonte: O autor (2019)



45

4.8 Analise estatistica

As variaveis categéricas foram expressas em frequéncias absolutas e relativas
(percentuais). O teste do Qui-quadrado foi utilizado para comparacdo das variaveis
categoricas, avaliando o qudo provavel é que qualquer diferenca observada aconteca ao
acaso. Todos os dados obtidos foram tabulados utilizando o programa Microsoft Excel e
analisados estatisticamente com auxilio do programa Minitab®, considerando uma

significancia de 5% tanto para a comparacao intra quanto intergrupos.
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5 RESULTADOS

Foi realizada uma avaliagcdo da neoformacdo 6Ossea, da espessura dssea vertical, da
atividade osteoblastica, da intensidade inflamatéria e da formagdo de tecido
conjuntivo/fibrose, comparando os grupos em cada um dos tempos (tabelas 2 e 3) e cada

grupo de forma isolada (tabelas 4, 5, 6 e 7).

5.1 Avaliagéo entre 0s grupos

A tabela 2 apresenta as caracteristicas de todos 0s grupos ap6s o periodo de 30 dias,
quando foi obtida diferenca significativa na neoformacdo déssea (p = 0,039), na espessura
Ossea vertical (p = 0,002), na atividade osteoblastica (p = 0,000) e no tecido
conjuntivo/fibrose (p = 0,025). Foi observada maior atividade osteoblastica nos grupos
experimentais utilizando a membrana de PRF, tendo como consequéncia uma melhor

neoformacdo e espessura 0ssea vertical.

O grupo controle apresentou menor espessura 0ssea vertical quando comparado aos
demais grupos. Quanto a formacdo de tecido conjuntivo/fibrose, mostrou-se ausente em
todos os animais do grupo experimental PRF e de forma leve a moderada em 80% dos
animais do grupo PRFL. Nos outros dois grupos, C e L, 83,3% dos animais ndo formaram
esse tecido. Em relacdo a intensidade inflamatoria, ndo foi observada diferenca entre os

grupos (p = 0,75).

Avaliando os grupos apds 60 dias (Tabela 2), ndo houve diferenca quanto a
neoformacdo Gssea e a intensidade inflamatoria. Entretanto, é possivel observar que, em
80% dos animais do grupo PRFL, houve maior neoformacdo Ossea (> 2/3 da cavidade)
seguido pelo grupo PRF, em que 83% dos animais apresentaram neoformacdo entre 1/3 a
2/3 da cavidade. Ainda assim, os grupos continuam com diferenca significativa quanto a
atividade osteoblastica (p = 0,020), a espessura 6ssea (p = 0,025) e a formacéo de tecido

conjuntivo/fibrose (p = 0,004).

A atividade osteoblastica continua maior nos grupos, nos quais foi utilizada a
membrana aut6loga de fibrina, assim como a espessura 6ssea. Nos grupos C e PRF, néo foi
formado tecido conjuntivo/ fibrose seguido do grupo PRL, em que 80% dos animais

também ndo apresentaram esse tecido.



Tabela 2 — Comparacéo entre 0s grupos apds 30 dias

) GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO p

VARIAVEIS C L PRF PRFL (valor)
n==6 n==6 n==6 n=5

Neoformacéo 6ssea 0,039
< 1/3 da cavidade 66,67% 50% 0% 0%
1/3 a 2/3 dacavidade 16,67% 33,3% 33,3% 40%
> 2/3 da cavidade 16,67% 16,7% 66,67% 60%
Espessura 6ssea 0,002
vertical
< 1/3 da cavidade 83,3% 16,7% 0% 0%
1/3 > 2/3 dacavidade 16,7% 83,3% 100% 100%
> 2/3 da cavidade 0% 0% 0% 0%
Atividade 0,000
osteoblastica
Ausente 66,67% 50% 0% 0%
Leve a moderada 33,33% 50% 0% 40%
Severa 0% 0% 100% 60%
Intensidade 0,750
inflamatoria
Ausente 16,67% 16,7% 0% 0%
Leve a moderada 66,67% 66,67% 100% 80%
Severa 16,67% 16,7% 0% 20%
Conjuntivo/Fibrose 0,025
Ausente 83,33% 83,33% 100% 20%
Leve a moderada 16,67% 0,00% 0% 80%
Severa 0% 16,7% 0% 0%

C =Controle. L = Laser. PRF = PRF. PRFL = PRF + Laser

Teste do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%62
8Indica uma diferenga estatisticamente significativa (P <0,05)

Fonte: O autor (2019)



Tabela 3 — Comparacdo entre 0s grupos apds 60 dias

) GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO P
VARIAVEIS C L PRF PRFL (valor)
n=6 n=6 n=6 n=5
Neoformacéo 6ssea 0,12
< 1/3 da cavidade 16,67% 16,7% 0% 0%
1/3a2/3 dacavidade 66,67% 50% 83,33% 20%
> 2/3 da cavidade 16,67% 33,33% 16,67% 80%
Espessura 6ssea 0,025
vertical
< 1/3 da cavidade 33,3% 0% 0% 0%
1/3 = 2/3 da cavidade 66,67% 100% 33,3% 20%
> 2/3 da cavidade 0% 0% 66,67% 80%
Atividade 0,020
osteoblastica
Ausente 83,33% 50% 0% 20%
Leve a moderada 16,67% 50% 100% 80%
Severa 0% 0% 0% 0%
Intensidade 0,52
inflamatoria
Ausente 16,67% 0% 0% 0%
Leve a moderada 83,33% 100% 100% 80%
Severa 0% 0% 0% 20%
Conjuntivo/Fibrose 0,004
Ausente 100% 16,7% 100% 80%
Leve a moderada 0% 83,33% 0% 20%
Severa 0% 0% 0% 0%

C =Controle. L = Laser. PRF = PRF. PRFL = PRF + Laser
Teste do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%?
8Indica uma diferenca estatisticamente significativa (P <0,05)

5.2 Avaliagéo por grupo

Fonte: O autor (2019)
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Apobs observacdo geral dos grupos, foi feita comparacdo dentro de cada grupo

avaliando seu comportamento ap6s 30 e 60 dias.

e GrupoC

No grupo controle (defeito com codgulo sanguineo), ndo houve diferenca significativa

entre as variaveis estudadas no periodo de 30 e 60 dias. (Tabela 4)
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Tabela 4 — Avaliagéo do grupo C entre os tempos (30 e 60 dias)

) GRUPO C GRUPOC P
VARIAVEIS 30 60 (valor)
n==6 n==6
Neoformacéo 6ssea 0,146
< 1/3 da cavidade 66,67% 16,67%
1/3 a 2/3 da cavidade 16,67% 66,67%
> 2/3 da cavidade 16,67% 16,67%
Espessura Ossea vertical 0,079
< 1/3 da cavidade 83,3% 33,33%
1/3 > 2/3 da cavidade 16,7% 66,67%
> 2/3 da cavidade 0% 0%
Atividade osteoblastica 0,502
Ausente 66,67% 83,33%
Leve a moderada 33,33% 16,67%
Severa 0% 0%
Intensidade inflamatéria 0,25
Ausente 16,67% 16,67%
Leve a moderada 66,67% 83,33%
Severa 16,67% 0%
Conjuntivo/Fibrose 0,54
Ausente 83,33% 100%
Leve a moderada 16,67% 0%
Severa 0% 0%
C = Controle Fonte: O autor (2019)

Teste do Qui-quadrado com nivel de significAncia de 5%
8Indica uma diferenga estatisticamente significativa (P <0,05)

e GrupolL
No grupo L, houve diferenca significativa (p = 0,025) na formacdo de tecido
conjuntivo/fibrose, que se mostrou ausente em 83,3% dos animais apos 30 dias, e de forma
leve a moderada no mesmo numero de animais ap6s 60 dias. Nao houve diferenca entre as

outras variaveis estudadas. (Tabela 5)
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) GRUPO L GRUPO L p

VARIAVEIS 30 60 (valor)
n==6 n==6

Neoformacéo 6ssea 0,465
< 1/3 da cavidade 50% 16,67%
1/3 a 2/3 da cavidade 33,33% 50%
> 2/3 da cavidade 16,67% 33,33%
Espessura 0ssea vertical 0,32
< 1/3 da cavidade 16,7% 0%
1/3 > 2/3 da cavidade 83,33% 100%
> 2/3 da cavidade 0% 0%
Atividade osteoblastica 1,00
Ausente 50% 0%
Leve a moderada 50% 50%
Severa 0% 50%
Intensidade inflamatéria 0,25
Ausente 16,67% 0,00%
Leve a moderada 66,67% 100%
Severa 16,67% 0,00%
Conjuntivo/Fibrose 0,025
Ausente 83,33% 16,67%
Leve a moderada 0,00% 83,33%
Severa 16,67% 0,00%
L = Laser. Fonte: O autor (2019)

Teste do Qui-quadrado com nivel de significAncia de 5%
8Indica uma diferenga estatisticamente significativa (P <0,05)

e Grupo PRF

Houve diferenca estatisticamente significante (p = 0,001) na atividade osteobléastica,
a qual, nos primeiros 30 dias, foi intensa, partindo para moderada apds 60 dias em 100%
dos animais nos dois periodos.

A espessura 0ssea vertical mostrou-se presente entre 1/3 e 2/3 da cavidade em 100%
dos animais no periodo de 30 dias e em mais de 2/3 da cavidade em 67% dos animais ap0s
60 dias (p = 0,014). Ndo houve diferenca quanto & neoformacdo Ossea, & atividade

inflamatoria e a formacgdo de tecido conjuntivo nos dois periodos. (Tabela 6)



Tabela 6 — Avaliacdo do grupo PRF entre os tempos (30 e 60 dias)

) GRUPO GRUPO P
VARIAVEIS PRF PRF (valor)
30 60
n=~6 n==6
Neoformacéo éssea 0,079
< 1/3 da cavidade 0% 0%
1/3 a 2/3 da cavidade 33,33% 83,33%
> 2/3 da cavidade 66,67% 16,67%
Espessura Ossea vertical 0,014
< 1/3 da cavidade 0% 0%
1/3 2 2/3 da cavidade 100% 33,33%
> 2/3 da cavidade 0% 66,67%
Atividade osteoblastica 0,001
Ausente 0% 0%
Leve a moderada 0% 100%
Severa 100% 0%
Intensidade inflamatéria 1
Ausente 0% 00%
Leve a moderada 100% 100%
Severa 0% 0%
Conjuntivo/Fibrose 1
Ausente 0% 100%
Leve a moderada 100% 0%
Severa 0% 0%
PRF = PRF. Fonte: O autor (2019)

Teste do Qui-quadrado com nivel de significAncia de 5%

8Indica uma diferenga estatisticamente significativa (P <0,05)

e Grupo PRFL
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Né&o foi observada diferenca significativa dentro do grupo PRFL apds 30 e 60 dias.

Entretanto, nota-se uma boa neoformacdo dssea (> 2/3 da cavidade) em 60% dos animais

apos 30 dias e de 80% apds 60 dias. A atividade osteoblastica foi mais intensa ap6s 30 dias

e de forma leve a moderada ap6s 60 dias. A espessura 0ssea vertical apresentou-se entre 1/3

e 2/3 da cavidade em 100% dos animais apds 30 dias, comegando a se apresentar em mais

de 2/3 da cavidade apos 60 dias. A presenca de tecido conjuntivo/fibrose saiu de leve a

moderada em 80% dos animais para ausente ap0s 60 dias, na mesma porcentagem de

animais. Nao houve diferencga na atividade inflamatéria entre os dois periodos, assim como

na formacéo do tecido conjuntivo ou fibrose. (Tabela 7)



Tabela 7 — Avaliacdo do grupo PRFL entre os tempos (30 e 60 dias)

) GRUPO GRUPO p

VARIAVEIS PRFL PRFL (valor)
30 60
n=>5 n=>5

Neoformacéo éssea 0,490
< 1/3 da cavidade 0,00% 0,00%
1/3 a 2/3 da cavidade 40% 20%
> 2/3 da cavidade 60% 80%
Espessura 6ssea vertical 0,25
< 1/3 da cavidade 0,00% 0,00%
1/3 > 2/3 da cavidade 100% 80%
> 2/3 da cavidade 0,00% 20%
Atividade osteoblastica 0,490
Ausente 0,00% 20%
Leve a moderada 40% 80%
Severa 60% 0,00%
Intensidade inflamatdria 1,00
Ausente 0,00% 0,00%
Leve a moderada 80% 80%
Severa 20% 20%
Conjuntivo/Fibrose 0,197
Ausente 20% 80%
Leve a moderada 80% 20%
Severa 0% 0%

PRFL = PRF + Laser

*Houve perda de 02 animais no grupo, totalizando 10 animais.

Teste do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5%62
8Indica uma diferenga estatisticamente significativa (P <0,05)

Fonte: O autor (2019)
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado o efeito da membrana de PRF sozinha e associada
a LBI em defeitos 6sseos criticos na calvaria de ratos. Esta regido foi escolhida para a
confeccdo do defeito Gsseo por ser uma regido anatomicamente favoravel para a
manipulacdo transoperatoria € o controle pds-operatério, minimizando as chances de
infeccdo do sitio cirdrgico (120). Além disso, € uma regido livre de estresse mecénico e
com relativa estabilidade das estruturas em volta do defeito, visto que o peridsteo do cranio
e 0s muasculos temporal e frontal formam uma cobertura externa. Assim, esse modelo
permite avaliacdo clinica relevante de terapias 0sseas regenerativas, garantindo

intervencdes clinicas mais eficazes. (122, 123, 124, 125)

Observou-se que o uso da membrana de PRF favoreceu a neoformacdo Ossea e
também que a associacdo deste bioestimulador com a LBI promoveu maior ganho em
espessura Ossea. Em andlise histoldgica, a neoformacdo dssea foi significativamente
diferente (p = 0,039) entre os grupos ap6s o0s primeiros 30 dias. O melhor resultado foi nos
defeitos em que se utilizou a membrana de PRF, assim como para a espessura 0ssea vertical
apos 30 (p = 0,002) e 60 dias (p = 0,025). Este resultado é consistente com Kang et al.,
(126) que observaram uma otimizacao da regeneragdo 0ssea em defeitos dsseos criados na
calvaria de ratos utilizando PRF. Da mesma forma, Tajima et al., (127) mostraram que 0
uso de PRF como um unico material de enxerto para elevar o assoalho do seio maxilar
concomitante com a instalacdo do implante permitiu ganho significativo na altura 6ssea de

4,28 + 1,00 mm antes da cirurgia para 11,8 + 1,67 mm ap0s a cirurgia.

Além disso, Li Q et al., (128) e Oliveira et al. (16) encontraram ganho 06sseo
alveolar utilizando apenas PRF, demonstrando que a fibrina tem efeito significativo na
diferenciacdo osteogénica. Em relacdo a confirmacdo da formacdo 6ssea nos grupos, foi
feita avaliacdo da atividade osteoblastica. Por conseguinte, foi observada diferenca
estatisticamente significante entre eles ap6s 30 (p = 0,000) e 60 dias (p = 0,020).
Entretanto, o grupo que apresentou maior atividade osteoblastica foi o PRF nos dois
periodos avaliados, seguido do grupo PRFL, concordando com o estudo To et al., (116),
gue observaram aumento da atividade osteoblastica quando se utilizaram coagulos de A-
PRF nos alvéolos apds exodontias em cades. Além disso, imunoexpressées mais elevadas de

marcadores da atividade dos osteoblastos, dos osteoclastos e da fung¢do vascular, como a
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osteocalcina e a osteopontina, foram encontradas no 0sso recém-formado no grupo A-PRF,

em comparagdo ao grupo controle.

Houve diferenca significativa entre os grupos quanto a presenca de tecido
conjuntivo/fibrose ao avaliar os periodos experimentais de 30 e 60 dias. No entanto, nao foi
observado tecido conjuntivo/fibrose no grupo PRF apds 60 dias, diferentemente do
encontrado por Oliveira et al. (16), em que os autores observaram predominancia de tecido

conjuntivo e de fibroblastos na superficie dos defeitos dsseos tratados com fibrina.

A busca por métodos ndo invasivos, como a terapia de fotobiomodulacdo a laser,
vem aumentando nos Ultimos anos para melhorar o processo de reparo 6sseo (84). Neste
estudo foi utilizado o laser de diodo infravermelho com meio ativo GaAlAs, comprimento
de onda de 808nm, densidade de energia de 25J/cm2 e poténcia de 70 mW. Ao avaliar 0s
espécimes em que foi utilizada a LBI, notou-se que, ap6s 30 e 60 dias, o grupo L
apresentou melhor ganho ésseo apenas quando comparado ao grupo controle, tendo
resultado inferior aos grupos que utilizaram a membrana de PRF. Estes resultados sdo
consistentes com os de Mehdiyev, et al., (85), que observaram aumento da densidade 0ssea
apos o levantamento de seio maxilar e a instalacdo simultanea de implantes dentarios

utilizando a LBI associada em relagéo grupo controle (p < 0,05).

Embora haja resultados positivos quanto ao reparo 6sseo utilizando a LBI isolada,
0s biomoduladores tém sido utilizados com o intuito de melhorar a osseointegracéo e a
neoformacdo 6ssea em torno de implantes dentarios (129, 115). Entretanto, neste estudo foi
observado que, apds 30 dias, ndo houve diferenca na neoformacéo 6ssea quando se utilizou
a membrana de PRF de forma isolada ou associada a LBI. Contudo, apés 60 dias, a
neoformacdo Gssea se apresentou de forma mais predominante no grupo PRFL. Diferente
dos resultados obtidos nesta pesquisa, Jonasson et al., (86) ndo detectaram aumento
significativo na densidade déssea em defeitos criticos na calvaria de ratos, que receberam
concentrado plaquetario de forma isolada ou associada a LBI. Essa diferenca entre 0s
resultados pode ser devido ao tipo de concentrado plaquetario utilizado que, no atual

estudo, foi a PRF e, no estudo de Jonasson et al., (86), o PRP.

Ainda ha davidas sobre eficacia real do PRP, pois muitos estudos sugerem que,
devido a rapida liberacdo de fatores de crescimento, este produto produz um efeito imediato
e transitério que € insignificante para a reparagdo tecidular (130). O concentrado

plaquetario de segunda geracdo, a PRF (131) possui fatores de crescimento e citocinas
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capturados na malha da rede de fibrina e, portanto, exercem um efeito gradual e mais longo
no processo de reparo tecidual, uma vez que sdo liberados lentamente, tendo evidéncia
positiva desse efeito da PRF no reparo de tecidos orais, incluindo a regeneracdo 0ssea.
(130)

Quanto a espessura 0ssea, 0 grupo PRFL se comportou de forma semelhante ao
grupo DPRF apo6s 30 dias, mas diferiu dos demais grupos, apresentando melhor espessura
6ssea (p = 0,000). Apos 60 dias, no entanto, o grupo PRFL se destacou, apresentando
maior espessura 6ssea do que os demais grupos (p = 0,025). Por sua vez, Arakeeb et al.,
(129) avaliaram a densidade 0ssea em volta de implantes dentarios utilizando a membrana
de PRF associada ao LBI (laser de diodo 808 nm e 20 J/cm3) e encontraram maior
neoformacdo 6ssea em relacdo ao grupo que utilizou apenas o LBI, entretanto, menor
aquisicdo 6ssea foi observada quando comparada ao grupo PRF. Em contrapartida, Sleem
et al., (115) concluiram que ndo ha diferencas estatisticamente significativas nos valores de
densidade dssea entre os sitios em que os implantes foram instalados e tratados com PRF e
com LBI (830 nm., 100 mW e 92,1 J/cm 2) em comparagdo aos sitios tratados apenas com
PRF. Os diferentes resultados encontrados podem ser justificados devido a diferenca nos
protocolos utilizados, em que a poténcia da laserterapia, o protocolo de obtencdo da PRF e

a avaliacdo da neoformacdo Ossea diferiram entre 0s estudos.

Avaliando a atividade inflamatoria, ndo houve diferenca significativa entre 0s
grupos apos os dois periodos avaliados. Diferentemente, Padilha et al., (120) evidenciaram
o efeito da PRF em reduzir o processo inflamatério ap6s 05 e 30 dias, otimizando assim 0s
estagios iniciais do processo de reparo tecidual. Preocupacdes quanto a coleta de amostras
de sangue animal foram levantadas por Dohan et al., (12), trazendo o tempo entre a coleta e
a centrifugacdo como fator crucial no protocolo da PRF. Os autores desse mesmo estudo
investigaram o uso de tubos de vidro e de plastico com jateamento interno, concluindo que
a utilizacdo de tubos plasticos jateados parecem nao influenciar na arquitetura da membrana

de fibrina.

No entanto, no presente trabalho, o método utilizado diferenciou-se quanto a
natureza desses tubos. Foram utilizados tubos plasticos sem jateamento interno de silica no
intuito de evitar a formag&o precoce do coagulo de fibrina e impedir a rapida coagulacédo do
sangue antes da centrifugacdo. Desse modo, para viabilizar a coleta sanguinea de acordo
com o tempo estabelecido pelo protocolo, as amostras sanguineas para a confeccdo da
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membrana foram feitas através da puncao intracardiaca. Quanto a natureza da membrana de
fibrina, no estudo de Oliveira et al., (16) ndo foi encontrada diferenca significativa entre o
grupo de ratos que utilizou membrana autéloga de PRF em defeitos criticos na calvaria e o
grupo que utilizou membrana de PRF homologa. Isso demonstra que o uso de membrana

homologa de PRF ndo seria uma limitacao para o nosso estudo.

Em relacdo ao reparo 0sseo, sabe-se que € um processo complexo e que envolve
diferentes tipos celulares e diferentes mediadores quimicos (120). Ele envolve fases como
inflamacéo, formacé&o de tecido conjuntivo inicial, tecido conjuntivo maduro e remodelagao
Ossea (132). Nesta pesquisa, ap6s 30 dias, o grupo PRFL apresentou maior presenca de
tecido conjuntivo que os demais, ocorrendo remissdo do tecido apds 60 dias, mas ndo de
forma completa. O mesmo resultado, utilizando a LBI, foi encontrado por Khadra et al.,
(22), os quais observaram a formacdo de tecido conjuntivo mais pronunciada nos grupos
irradiados apos 14 dias (p = 0 .04), mas ndo apos 28 dias. Outros estudos demonstraram
aumento na producdo de colageno ou no tecido conjuntivo imaturo apés a LBI (133), e é
provavel que a presenca do tecido conjuntivo inicial seja um efeito precoce da LBI.
Entretanto, ainda ndo se sabe se a biomodulacéo da formacdo dssea tem um efeito geral nas

células mesenquimais ou se ocorre uma estimulacédo direta dos osteoblastos. (80)

No grupo PRFL foi observada diferenca estatisticamente significante (p = 0,025) no
grupo L para a presenca de tecido conjuntivo/fibrose, sendo esta diferenca maior nos
primeiros 30 dias. Embora os outros grupos nao tenham se diferenciado quanto a presenca
desse tecido, é possivel que os resultados observados nos grupos que passaram pela
laserterapia ocorram devido ao aumento da liberacdo de fatores de crescimento, como o
fator de crescimento de fibroblastos, o qual atua sobre células diferenciadas e aumenta a

proliferacdo celular e a secrecdo de componentes da matriz. (134)

Além de a LBI promover a proliferacédo e a diferenciacdo de osteoblastos (51), inibir
a diferenciacdo de osteoclastos (64) e induzir ao processo de mineralizacdo (65), as
citocinas e os fatores de crescimento fornecidos pela PRF tendem a acelerar a migracéo
celular e a resposta inflamatéria, promovendo ainda mais a reparagdo tecidual (135).
Portanto, associar esses dois biomoduladores, no intuito de melhorar a neoformagéo 6ssea e
a osseointegracdo em volta de implantes dentarios, pode auxiliar a contornar os problemas

mecanicos e de integracdo tecidual.
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A membrana de PRF tem sido associada ao reparo 6sseo mais rapido e a reducgéo da
reabsorcéo do osso alveolar (102, 103). Somado a isso, o efeito biomodulador da LBI sobre
a regeneracdo Ossea tem sido observado anteriormente sob diferentes condigdes
experimentais (115, 120, 129). Este estudo mostrou que 0 uso de tubos plasticos sem
jateamento interno de silica pareceu nédo influenciar na arquitetura da membrana de PRF,

entretanto pode haver influéncia quanto aos fatores de crescimento.

O tamanho da amostra, a perda de dois animais do grupo experimental PRFL e a
ndo padronizagdo dos protocolos terapéuticos utilizados podem ser limitagdes deste estudo.
Ainda ndo hé protocolo definido da LBI utilizada em defeitos 0sseos criticos, assim como
para método de obtencdo da membrana de PRF em ratos. Em relacdo a esta ultima, tem-se
encontrado na literatura diferentes técnicas de obtencdo, no intuito de aumentar a
quantidade de fatores de crescimento na sua rede de fibrina, seja em estudos com humanos
ou em animais. Quanto ao uso da LBI, é reconhecido que outros fatores, como a fase de
crescimento celular (136), a frequéncia e 0 numero de sessdes (137) também influenciam
no resultado final. Portanto, sugere-se o desenvolvimento de estudos a fim de investigar
protocolos do uso da LBI e a obtengdo da PRF, avaliando suas propriedades

cuidadosamente.
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7 CONCLUSOES

e A neoformacdo Gssea e a espessura 0ssea vertical se comportaram de forma semelhante

nos defeitos tratados com membrana de PRF ap6s 30 dias;

e A atividade osteoblastica se comportou de forma mais intensa no grupo DPRF apds 0s

dois periodos experimentais;

e Houve maior neoformacdo Ossea e espessura Ossea Vvertical quando utilizada a

membrana de PRF associada a LBI ap6s 60 dias;

e A atividade osteoblastica se encontrou quase que ausente no grupo controle ap6s 60

dias;

e A presenca de tecido conjuntivo/fibrose foi ausente no grupo DPRF apds os dois
periodos avaliados.
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