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RESUMO

Diversos materiais promissores para o0 reparo tecidual em endodontia tem
emergido nos ultimos anos. Dentre esses materiais destacam-se 0s cimentos
bioceramicos a base de silicato de calcio, que tem demostrado boa capacidade
de inducdo de mineralizagdo. A fotobiomodulagdo LED é uma modalidade
terapéutica que, tem proporcionado diversos beneficios principalmente em
tecidos 6sseos danificados. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar
histologicamente os efeitos da fotobiomodulagcdo LED na resposta do tecido
0sseo de ratos apos a implantacdo dos cimentos endodénticos bioceramicos
BioMTA e Biodentine. Para isso, 26 ratos foram submetidos a cirurgia para
confeccdo de um defeito 6sseo no fémur esquerdo. Apds a confeccdo do defeito,
os animais foram divididos em 06 grupos (GC - coagulo; e GCLED — coagulo +
LED; GMTA - BioMTA; GMTALED - BioMTA + LED; GBIO - Biodentine;
GBIOLED - Biodentine + LED). A fotobiomodulacdo LED foi realizada
imediatamente apds o procedimento cirdrgico, e a cada 48 horas por 15 dias. Os
animais foram mortos 15 dias apds a cirurgia. A peca cirargica removida foi
encaminhada para analise histolégica, em microscopia de luz. Os resultados
evidenciaram que o GMTA apresentou intensa neoformacao 6ssea, semelhante
ao GC (p > 0,05) e quando associado a fotobiomodulacdo a LED (GMTALED),
houve reducdo do infiltrado inflamatério e aumento da pavimentacdo
osteoblastica (p < 0,05). O Biodentine quando associado a fotobiomodulagédo a
LED, apresentou aumento da neoformacao 6ssea e reducao da reacdo de corpo
estranho, em relacdo ao GBIO (p < 0,05). A fotobiomodulagéo a LED, sem os
cimentos, apresentou efeito negativo no reparo 0sseo, causando aumento da
fiborose e aumento da reabsorcdo 6ssea (p < 0,05). Pode-se concluir que o
cimento BioMTA foi superior ao Biodentine, na neoformacdo O6ssea e que a
fotobiomodulacéo a LED foi eficaz no reparo 6sseo somente quando associada

ao cimento bioceramicos Biodentine.

Palavras-chaves: Endodontia, Materiais biocompativeis, Fototerapia.



ABSTRACT

Several materials promised for the technical repair in endodontics emerged in
recent years. Other outstanding materials - calcium bioceramics based on
calcium silicon, which demonstrate good mineralization induction capacity. LED
photobiomodulation is a therapeutic form that offers several benefits mainly on
damaged tissues. Thus, the aim of this study was to histologically evaluate the
effects of LED photodiomodulation on the bone tissue response of rats after
implantation of BioMTA and Biodentine bioceramic endodontic cements. For this,
26 rats were submitted to surgery to make a bone defect in the left femur of each
rat. After making the bone defect, the animals were divided into 06 groups (GMTA -
BioMTA; GMTALED - BioMTA + LED; GBIO - Biodentine; GBIOLED - Biodentine + LED;
GC - Coagulo; e GCLED - coagulo + LED). A photobiomodulation LED was
performed after the surgical procedure and every 48 hours for 15 days. The
animals were killed 15 days after surgery. A removed surgical specimen was sent
for historical analysis, under light microscopy. The results showed that GMTA
showed intense bone neoformation, similar to GC (p> 0.05) and when associated
with LED photobiomodulation (GMTALED), there was a reduction in the
inflammatory infiltrate and an increase in osteoblastic paving (p <0.05). When
associated with LED photobiomodulation, Biodentine showed an increase in
bone neoformation and a reduction in the foreign body reaction, in relation to
GBIO (p <0.05). The LED photobiomodulation, without cement, had a negative
effect on bone repair, causing increased fibrosis and increased bone resorption
(p <0.05). It can be concluded that BioMTA was superior to Biodentine in bone
neoformation and LED Photobiomodulation was effective in bone repair only

when associated with Biodentine bioceramic cement.

Keywords: Endodontics, Biocompatible Materials, Phototherapy.
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1. INTRODUCAO

A Endodontia tem se desenvolvido bastante nos ultimos 20 anos,
principalmente na ciéncia e tecnologia dos materiais odontologicos. Dentre
esses materiais destacam-se o0s cimentos bioceramicos a base de silicato de
célcio, os quais tém criado muito interesse entre os profissionais, principalmente
pelas suas inUmeras aplicacbes. A primeira geracdo desses cimentos €
representada pelo MTA (Mineral Trioxide Aggregate), cuja eficacia ja € comprovada
na literatura cientifica (MACHADO et al., 2016; TAHA et al., 2016).

Os cimentos bioceramicos, a base de silicato de calcio, sdo indicados
como material reparador e assim podem ser utillizados em perfuracdes
radiculares, reparo de reabsorcdes, selamento apical em dentes com apice
aberto, capeamento pulpar, obturacdo de canais radiculares e obturacéo
retrograda em cirurgia paraendodoéntica (MOINZADEH et al., 2016). Ao longo
dos anos esses biomateriais sofreram modificacbes quanto ao tipo de
radiopacificador, bem como no tamanho das particulas, surgindo assim a
segunda geracao.

Estudos in vitro, acerca dos novos cimentos bioceramicos, tém
evidenciado excelente capacidade de adeséo e adaptacdo marginal compativel
com o MTA (SHOKOUHINEJAD et al., 2012; SHOKOUHINEJAD et al., 2013).
Além disso, estudos in vivo, demonstram alta capacidade de deposicao de matriz
ostedide pela ativacdo de osteoblastos, quando os cimentos bioceramicos estao
em contato com osso medular, desse modo favorecendo a biomineralizagéo e
formacdo 6ssea na regido (GANDOLFI et al., 2017; SILVA et al.,, 2017,
LAGISETTI et al., 2018).

A biocompatibilidade é um pré-requisito fundamental para materiais
reparadores e um fator determinante no sucesso a longo prazo do tratamento
(TAHA et al.,, 2016). Estudos experimentais tém reportado caracteristicas
favoraveis, de citotoxicidade, atividade antibacteriana, adaptacdo marginal e
potencial de mineralizacdo (GANDOLFI et al.,, 2016; CHEN et al.,, 2016;
RAJASEKHARAN et al., 2018; JARDINE et al., 2019; IAQUINTA et al., 2019).

Duas modalidades terapéuticas coadjuvantes que, atualmente, tem
proporcionado diversos beneficios na medicina e na odontologia, principalmente

em tecidos 6sseos danificados, € a fotobiomodulacéo a Laser (Light Amplification
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by Stimulated Emission of Radiation) e a fotobiomodulagcdo a LED (Light Emitting
Diode).

Estudos demonstraram que a fotobiomodulacdo a Laser é eficaz na
reducao da inflamacéo, controle da dor, diminuicdo do tempo de reparacéo de
tecidos e aumento da sintese de ATP, desse modo, estimulando a sintese de
DNA e a proliferacdo celular (KARU et al., 2014; ROSA et al., 2016; SANTINONI
et al., 2017; KULKARNI et al., 2019). Além disso, promovem a angiogénese e
aumentam tanto o depoésito de fibras coldgenas, quanto a proliferacdo de
fibroblastos. Na regeneracdo 0ssea a eficacia da fotobiomodulagéo a Laser tem
sido demonstrada em diversos estudos in vitro e in vivo, sendo 0s seus principais
beneficios o aumento do numero de osteoblastos, consequentemente
aumentando a densidade 6ssea em um menor tempo de reparo tecidual (ROSA
et al., 2016; SANTINONI et al., 2017; KULKARNI et al., 2019).

Por sua vez, a fotobiomodulacdo a LED também parece acelerar o
processo de reparacao em defeitos 0sseos usando parametros semelhantes aos
realizados na fotobiomodulag&o a Laser (PINHEIRO et al., 2017). E demonstrado
gue os efeitos benéficos da fotobiomodulagdo a LED s&o provavelmente
semelhantes aos da fotobiomodulacéo a Laser (PINHEIRO et al., 2012; Soares
et al., 2015), assim como o seu mecanismo a nivel celular (KARU et al., 2004;
WEISS et al., 2005). Sendo as suas principais vantagens em relacéo ao Laser,
o custo reduzido do aparelho e o maior didmetro do spot, podendo abranger uma
area maior de aplicacdo e assim resultando em um menor tempo de irradiacéo.

Na luz do nosso conhecimento, nota-se uma caréncia de estudos
realizando uma analise histolégica descritiva e comparativa do efeito da
fotobiomodulacdo a LED na resposta do tecido 6sseo ap0s a implantacdo de
cimentos endondénticos bioceramicos, BioMTA (Intradent, Yuseong City,
Daejeon, Coréia) e o Biodentine (Septodont, Saint-Maur-der Fésses, Franca).
Hipotetizamos que, as alteracfes histologicas vistas apds a implantacdo de
cimentos bioceramicos em defeitos 6sseos em fémur de ratos, poderiam ser
influenciadas pela acéo da fotobiomodulagdo a LED. Desse modo, este estudo
torna-se relevante para essa investigagdo pouco citada na literatura, até o

momento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Reparo 6sseo

O osso é um tecido rigido e dinamico, que suporta e protege varios 6rgaos
do corpo. Além disso, 0 osso desempenha importante papel na producédo de
glébulos brancos e vermelhos, exerce importante fungcdo na homeostase
mineral, como calcio e fosforo, e fornece uma base sélida para 96 musculos
esqueléticos (ABDEL MEGUID et al., 2018).

Defeitos 6sseos podem ocorrer devido a varias causas, como traumas,
infeccao, cistos, tumores e fraturas (PINHEIRO et al., 2017). O reparo 6sseo €
um processo biolégico complexo que requer etapas especificas para
regeneracdo envolvendo mudangas em uma matriz de genes (MARSELL e
EINHORN, 2011). O restabelecimento do osso, arquitetura e funcionalidade
dependem da correta proliferacédo celular e deposicdo de sais de célcio para
determinar a regeneracdo bem sucedida do tecido ésseo lesionado (ALVES et
al., 2018; IAQUINTA et al., 2019). Tourolle née Betts et al. (2020) comprovaram,
através do seu estudo, uma relagéo direta entre as deformacBes mecéanicas e
formacéao de tecido 6sseo mineralizado, processo que explica a importancia da
funcionalidade do osso para uma maturacdo mais eficiente no seu processo de
reparo.

A matriz 6ssea representa a substancia intercelular do tecido 6sseo. E
composta por varios componentes organicos e inorganicos, como o colageno
tipo I, que € a mais abundante proteina no tecido 6sseo, elastina, polissacarideos
e fosfato de célcio (FARBOD et al., 2014). As principais proteinas nao
colagénicas do osso sdo a sialoproteina, osteonectina, osteopontina e
osteocalcina (PALMER et al., 2008), que contém residuos de acido aspartico e
glutamicécido, com alta afinidade por ions célcio, devido aos seus grupos
carboxila carregados (PALMER et al.,, 2008). Por outro lado, o componente
inorganico da matriz 6ssea € um reservatorio de ions (WEATHERHOLT et al.,
2012).

O processo de reparo 0sseo € iniciado com estimulos inflamatorios,
ocorrendo uma cascata de eventos inflamatorios e regenerativos para permitir o
reparo local e a cicatrizacdo 6ssea (LOI et al., 2016). Esse processo inclui alguns

eventos sequenciais, provisorios, como liberagéo local e sistémica de citocinas
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pro-inflamatorias, recrutamento de células imunes para o local danificado,
inflamacdo e edema de tecidos moles, diferenciacdo de células progenitoras
osteogénicas, liberacéo local de proteinas morfogenéticas 6sseas, formacgdo de
calos e remodelacao 6ssea (GRAYSON et al., 2015).

Durante o reparo 0sseo, sabe-se que células troncos mesenquimais
(CTM) se diferenciam em osteoblastos para permitir a formacao 6ssea (CRANE
e CAO, 2014). A migracao enddgena ou exdégena de CTM para o local da leséo
0ssea € uma etapa crucial no tratamento de doencas 6sseas (SU et al., 2018).
Em particular, o recrutamento endégeno de CTM é€ influenciado por mediadores
inflamatérios secretados por células imunes (ALMEIDA et al., 2012), TGF-B1
liberado pela matriz 6ssea (WAN et al., 2012).

A remodelacdo Ossea consiste em algumas etapas sequenciais: (i)
Iniciacao, (ii) reversao e (iii) fases de terminagao. Durante a fase de iniciagéo, 0s
precursores de osteoclastos sédo recrutados e diferenciados em osteoclastos
maduros para permitir a reabsorcdo Ossea. A osteoclastogénese requer
mediadores-chave especificos, como o fator estimulador de colénias de
macroéfagos (M-CSF) e o ativador de receptores do ligante do fator nuclear-kB
(RANKL ou TNFSF11). Em particular, o M-CSF é produzido por osteoblastos e
muitos outros tipos de células; é necessario para a proliferacdo de precursores
de osteoclastos, bem como sua diferenciacéo e fusdo em osteoclastos (JIAO et
al., 2015). Durante a reabsorcdo Ossea, varios fatores que levam ao
recrutamento e diferenciacdo das CTMs séo liberados através da remodelacao
O0ssea para permitir a formacdo 6ssea no microambiente da medula 6ssea
(CRANE e CAO, 2014).

A proxima fase transitoria, provisoria ou reversa, consiste na inibicdo da
reabsorcdo 0Ossea, além do recrutamento de osteoblastos e a subsequente
diferenciacao que leva a formacéo 6ssea. A etapa final do ciclo de remodelacéo
€ representada pela fase de término, quando uma quantidade igual de o0sso
reabsorvido é substituida (RAGGATT e PARTRIDGE, 2010). Ostedcitos
contribuem para finalizar o processo de remodelacdo através da producdo de
esclerostina, que inibe a formacao 6éssea nos osteoblastos (VAN BEZOOIJEN et
al., 2005). No final do processo, os osteoblastos maduros sofrem apoptose,

tornam-se ceélulas do revestimento 0sseo ou se diferenciam em osteocitos (SIMS



18

e MARTIN, 2015). A integridade do esqueleto humano € mantida por um delicado
equilibrio entre a reabsorgcéo 0ssea e a formacéo 6ssea (MCCLUNG, 2018).

Ossos corticais e trabeculares sdo submetidos a remodelacao 6ssea, que
€ um processo continuo ao longo da vida e desempenha um papel importante no
equilibrio da massa 6ssea e na homeostase mineral (TOLAR et al., 2004). Além
disso, duas fases diferentes podem ser distinguidas no metabolismo do tecido
0sseo, matriz 6ssea e a fase que inclui elementos celulares, como osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos (IAQUINTA et al., 2019).

Na engenharia tecidual, o conhecimento da nanoestrutura 6ssea e as
interacdes entre componentes inorganicos e organicos Sao cruciais para a
producao de biomateriais com propriedades estruturais e funcionais semelhante
ao tecido Osseo natural (IAQUINTA et al, 2019; ALVES et al.,, 2018).
Geralmente, essas interagdes envolvem fungdes anibnicas e/ou catidnicas, que
sdo encontrados na matriz organica e, por sua vez, exibem forte afinidade por
célcio ou ions de fosfato da fase mineral do osso. Grupos funcionais aniénicos,
isto é, contendo carboxil e por¢des de ligacdo ao calcio, incluindo proteinas,
sequéncias peptidicas, aminoacidos Unicos, S80 0S grupos quimicos mais
amplamente investigados, considerados essenciais para melhorar a interacao
das fases inorganica e organica em nanocompasitos sintéticos para regeneracéo
ossea (FARBOD et al., 2014).

2.2 Cimentos a base de silicato de célcio

Os cimentos a base de silicato de célcio sdo usados, atualmente, em
diferentes procedimentos endodonticos, especialmente no selamento de
perfuracdes radiculares, apicificacdo e como retro-obturadores em cirurgias
paraendodoénticas, nestas situacdes clinicas, estes materiais sdo colocados em
contato com o osso alveolar medular (PRIMUS et al., 2019; MOHAMED et al.,
2019). Um ponto critico dessas indica¢des clinicas € a resposta bioldgica do 0sso
medular periapical, uma vez que quantidades de material podem ser
extravasadas para o tecido periapical, produzindo efeitos téxicos, inflamacéo do
tecido e reacdes de corpo estranho. Diante disso, propriedades como,
biocompatibilidade, capacidade de induzir osteogénese e cementogénese, ser

hidrofilico, ter estabilidade dimensional, insoluvel em fluidos teciduais, efeito
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antibacteriano e de facil manipulacdo séo essenciais para esses biomateriais
(MORETTON et al., 2000; MOHAMED et al., 2019). Inclusive com 0 uso de
formulacdes, em que o cimento jA vem pronto para uso, sem necessidade de
manipulacdo (MACHADO et al., 2016).

O MTA foi o primeiro cimento de silicato de célcio do mercado, com um
efeito estimulatério, provendo inducdo osteogénica e angiogénese (CHANG et
al., 2014; MOHAMED et al., 2019). Parirokh e Torabinejad (2010) em uma
revisdo abrangente da literatura observaram que o MTA produz resultados
favoraveis quando utilizado como material reparador, em termos de auséncia de
inflamacao, presenca de cemento e formacéo de tecido duro.

Apesar das inumeras propriedades favoraveis que justifiquem o uso do
MTA, desvantagens clinicas como longo tempo para presa, dificuldade de
manipulacéo e potencial para manchamento de tecido gengival e dente, limitam
a sua aplicacao (SILVA et al., 2019). Diferente do MTA introduzido no mercado
em 1993, o BioMTA (Intradent, Yuseong City, Daejeon, Coréia) € um cimento
bioceramico que consiste em 6xido de zircOnia, silicato tricalcio, silicato dicalcio,
aluminato tricélcio, ferro aluminato tetracalcio. Este material apresenta tempo de
presa reduzido, viabilidade celular, liberacdo de célcio e induz niveis de fator de
crescimento endotelial vascular e fator basico de crescimento de fibroblastos
similares ao MTA (CHUNG et al., 2016). Entretanto, no estudo em dentes
humanos realizado por Bakhtiar et al., (2018) o uso do BioMTA em pulpotomias
demonstrou desorganizagcdo pulpar, auséncia de inflamacdo e mineralizacdo
descontinua, o que pode representar uma desvantagem potencial deste cimento
para esta indicagéo.

Pesquisadores vem tentando melhorar as propriedades do MTA, com a
adicdo de carbonato para reduzir o tempo de presa, bem como a troca do
radiopacificador. O Biodentine (Septodont, Saint-Maur-der Fosses, Franca)
representa a segunda geracao dos cimentos de silicato de calcio, introduzido no
mercado internacional em 2009, chegou ao Brasil ha cerca de 2 anos. O pé é
composto por silicato tricalcio, éxido de zirconia, éxido de célcio, carbonato de
célcio, pigmento amarelo, pigmento vermelho e 6xido de ferro marrom, e o
liguido contém cloreto de calcio dihidratado e agua purificada. Apresenta
melhores propriedades de manuseio e menor tempo de presa, provavelmente

pela presencga do carbonato de calcio na composi¢do do po, cloreto de calcio na
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composicdo do liquido e reducdo do tamanho das particulas, comparado ao
MTA. Além disso, possui caracteristicas fisicas muito semelhantes a dentina e
apresenta baixo risco de descoloracdo dentaria (RAJASEKHARAN et al., 2018;
TANG et al., 2019). As propriedades de inducao de mineralizacao deste material
bioativo tem sido verificada nos niveis celular e molecular. Como demonstrado
no estudo de Daltoe et al., (2016), onde o Biodentine induziu niveis semelhantes
de marcadores de mineralizacdo em comparacao com MTA. O uso do Biodentine
no reparo de perfuracdo de furca mostrou que tanto este material quanto o MTA
sdo excelentes para o reparo, mas que o MTA resulta em maior frequéncia no
selamento completo da perfuracéo de furca (SILVA et al., 2017).

O Biodentine e 0 MTA mostraram semelhante biocompatibilidade celular
em diversos estudos (SILVA et al., 2017; RAJASEKHARAN et al., 2018; PRIMUS
et al., 2019). Em estudo realizado por Tang et al., (2019), o Biodentine e 0 MTA
promoveram resultados semelhantes na cicatrizacdo 0ssea perirradicular apés
cirurgia em modelos de cées. Quando implantado em defeitos 6sseos em tibia
de coelho, o Biodentine demonstrou na andlise histolégica, osso trabecular
recém-formado com espagos medulares e tracos esparsos de material residual
(GANDOLFI et al., 2018).

Poucos estudos realizaram uma analise descritiva e comparativa das
reacdes no tecido 0sseo entre diferentes cimentos bioceramicos. Em estudo
recente, realizado por Silva et al., (2017), foi possivel observar que o Biodentine
e o MTA apresentaram bons resultados histopatolégicos e podem ser
considerados como materiais adequados para reparo de perfuracdo de furca.
Entretanto, o MTA induziu a formacgédo de tecido mineralizado com maior
espessura e area, e apresentou maior frequéncia de selamento completo. O fator
de transcricdo relacionado ao runt 2 (RUNX2) pareceu ser um importante fator
de transcricdo osteogénica para o potencial biomineralizador de ambos os

materiais.

2.4 Fotobiomodulagéo a LED

A terapia com luz é um dos métodos terapéuticos mais antigos utilizados
pelos humanos. Segundo Smith (2005), em fototerapia o importante € o
comprimento de onda da luz, ndo a coeréncia, ou a auséncia da mesma.

Entretanto, o significado clinico da coeréncia ainda € controverso. Inicialmente,
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se atribuia os efeitos do laser a coeréncia, mas foi mostrado que fontes nao
coerentes também tem bons resultados (COMUNIAN et al., 2017; SOARES et
al., 2017; PINHEIRO et al., 2017).

Ao contrario do laser, os LEDs emitem luz usando emissédo espontanea
de radiacdo, enquanto os lasers produzem emissao estimulada de radiacéo,
outra diferenca significativa entre lasers e LEDs € a maneira como a energia €
fornecida. Os LEDs fornecem uma entrega muito mais suave dos mesmos
comprimentos de onda de cura, além de reduzir significativamente o consumo
de energia (PINHEIRO et al., 2011, ROSA et al., 2016). Assim, o LED tem uma
distribuicdo espectral diferente, talvez interagindo com um maior numero de
fotorreceptores (TACHIAHRA et al., 2002; PINHEIRO et al., 2011). Os LEDs tém
angulos ou feixes de luz mais amplos e maiores efeitos de disperséo da luz, que
fornecem uma distribuicdo uniforme da energia luminosa em areas mais amplas
de tratamento, resultando em menor tempo de tratamento (PINHEIRO et al.,
2011). Além disso, a fototerapia no infravermelho € considerada livre de riscos e
foi aprovada pela FDA para uso em seres humanos (DESMET et al., 2006).

Estudos recentes (ROSA et al., 2016; SOARES et al., 2017) mostraram
gue a fotobiomodulacdo a LED induz um processo de reparo mais rapido e com
osso recém-formado de boa qualidade. Essas caracteristicas foram observadas
quando se utilizou pardmetros semelhantes a fotobiomodulaco laser. E possivel
gue o mecanismo envolvido seja semelhante & absor¢éo da luz pelo citocromo-
C-oxidase presente na membrana mitocondrial (GERBI et al., 2008; PINHEIRO
etal., 2011; SOARES et al., 2017). Apesar do aumento de relatos bem-sucedidos
de aplicacBes de diferentes fototerapias em muitas areas, seu uso no reparo
0sseo associado cimentos bioceramicos ainda é escasso e precisa ser mais
estudado.

O uso da fotobiomodulacdo a LED, também mostrou resultados
satisfatorios no reparo 6sseo submetido a implante de biomaterial, com aumento
significativo da neoformacdo 6ssea e melhor desempenho na deposicdo e
organizacdo das linhas basofilicas no tecido 6sseo recém-formado,
caracterizando, um estagio mais avancado do processo de reparo 0sseo
(PINHEIRO et al., 2012; SOARES et al., 2015). Em estudo realizado por Pinheiro
et al (2012), através de analises histolégica e morfométrica, notou-se que o uso

da luz LED em associagdo com MTA, causou menos inflamagao e aumentou a
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deposicado de colageno. No entanto, em estudo realizado posteriormente, com
uso de biomaterial, ndo se observou um aumento significativo da deposicao de

fibras colagenas com uso da fotobiomodulacdo a LED (PINHEIRO et al., 2017).
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da fotobiomodulacdo a LED
na resposta do tecido 0sseo de ratos apos a implantacdo ou ndo dos cimentos

endoddnticos bioceramicos, BioMTA e Biodentine.

3.1 Objetivos especificos

- Descrever e comparar, histologicamente as alteracdes no tecido 6sseo
e deposicdo de fibras coldgenas observadas em defeitos cirdrgicos
confeccionados em fémur de ratos submetidos ou ndo a fotobiomodulacédo a
LED;

- Descrever e comparar, histologicamente as alteracdes no tecido 6sseo
e deposicdo de fibras colagenas observadas apos a implantacdo do cimento
endodontico biocerdmico BioMTA em defeitos cirdrgicos confeccionados em
fémur de ratos submetidos ou nao a fotobiomodulagéo a LED;

- Descrever e comparar, histologicamente as alteracdes no tecido 6sseo
e deposicdo de fibras colagenas observadas apos a implantacdo do cimento
endodontico bioceramico Biodentine em defeitos cirdrgicos confeccionados em

fémur de ratos submetidos ou ndo a fotobiomodulag&o a LED.
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4. METODOLOGIA
4.1. Respaldo Etico da Pesquisa

Este experimento em animais seguiu as normas de conduta de
experimentacdo animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) e foi iniciado ap6s aprovado pela
Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) desta Instituicdio (ANEXO
1), de acordo com a LEI N° 11.794, de 8 de outubro de 2008.

4.2 Delineamento

Este é um estudo do tipo transversal, descritivo e comparativo.

4.3 Amostra

Foram utilizados 26 ratos albinos da espécie Ratthus norvegicus, classe
Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar, adultos jovens, machos, com
idade aproximada de dois meses, pesando entre 200 e 250 gramas cada um,
obtidos do Centro de Criacao de animais SupriLab — Suprimentos de laboratdrio
e biotério LTDA (Cachoeira-Ba, Brasil).

Os animais foram mantidos no Laboratério de Experimentacdo Animal da
Faculdade de Odontologia da UFBA em micro-isoladores de policarbonato
individuais, forrados com maravalha autoclavada trocada diariamente, com
temperatura de 22°C e luminosidade ambiente, acomodados em estante
ventilada (INSIGHT Equipamentos Ltda. — Monte Alegre, Ribeirdo Preto — Sao
Paulo) com injecdo direta de ar através de valvulas de aco inoxidavel que
possuem fechamento automatico. O equipamento possui painel com comando
por teclado, tipo membrana, com sensor de pressao diferencial, indicador de
alarme luminoso da troca de filtros e problemas de pressao e vazéo. Além disso,
possui sistemas independentes de insulflamento e exaustdo de ar, que
proporciona um baixo indice de infecc¢des, eliminacdo de odores provenientes
das excrecdes, e baixo volume de ruidos. A alimentacdo dos animais foi
realizada com a ragdo Labina® (Purina, S&o Paulo, Brasil) e 4gua ad libitum.

4.4 Distribuicdo dos grupos

Os 26 animais foram divididos em 06 grupos como descrito no quadro 01.
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Quadro 01 — Grupos experimentais e nimero de animais para analise. Fonte: autor.

Grupos Animais (N)
Grupo C (defeito preenchido com coagulo) 3 animais
Grupo CLED (defeito preenchido com coagulo e o
o ) 3 animais
em seguida irradiado com luz LED)
Grupo MTA (defeito preenchido com BioMTA) 5 animais
Grupo MTALED (defeito preenchido com o
] o ) 5 animais
BioMTA e em seguida irradiado com luz LED)
Grupo BIO (defeito preenchido com Biodentine) 5 animais
Grupo BIOLED (defeito preenchido com o
] ] o ) 5 animais
Biodentine e em seguida irradiado com luz LED)
Total 26 animais

Os cimentos utilizados foram o BioMTA (Intradent, Yuseong City,

Daejeon, Coréia) e o Biodentine (Septodont, Saint-Maur-der Fésses, Franca)

cuja composicao é descrita no quadro 02.

Nos grupos GMTA, GBIO, GC os defeitos 6sseos foram preenchidos com

0 respectivo cimento bioceramico ou coagulo e nao foi realizada
fotobiomodulacdo a LED. Nos grupos GMTALED, GBIOLED e GCLED os

defeitos 6sseos foram preenchidos com o respectivo cimento bioceramico ou

coagulo e foi realizada fotobiomodulagéo a LED.

Quadro 02 — Composicdo dos cimentos segundo fabricantes. Fonte: autor.

Composicéao BioMTA

Biodentine

Po Silicato tricalcico
Silicato dicalcico
Aluminato tricélcico

Oxido de Zirconia

Ferro aluminato tetracalcico

Silicato tricalcico

Oxido de zircdnio
Oxido de célcio
Carbonato de calcio
Pigmento amarelo
Pigmento Vermelho
Oxido de Ferro marrom

Liquido Agua destilada

Cloreto de calcio dihidratado
Areo
Agua purificada

4.5 Cirurgia experimental
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Os procedimentos cirargicos foram realizados utilizando instrumental
cirdrgico, organizado em conjuntos individuais, esterilizados em autoclave, bem
como, equipamentos de protecédo individual, observando-se todos os principios
de rotina de assepsia e a técnica cirurgica foi a mesma utilizada por Soares et
al. (2015), em seu artigo.

Os animais foram submetidos a anestesia geral, com injecéo
intraperitoneal de Cloridrato de Quetamina 10% (Cetamin®, Syntec, Cotia, SP,
Brasil), na posologia de 0,12ml/100g e Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazina®,
Syntec, Cotia, SP, Brasil) na posologia de 0,06ml/100g. Em seguida, foram
posicionados em decubito lateral direito para realizacao da tricotomia da regido
coxofemoral esquerda, seguida de antissepsia do campo operatorio com
Clorexidina a 2 % (Riohex®, Rioguimica, Sdo José do Rio Petro, SP, Brasil). Para
o isolamento da regiéo, foi utilizado campo fenestrado estéril.

O acesso cirurgico ao fémur foi obtido por meio de uma inciséo na pele e
tecido subcutaneo, com utilizacdo de bisturi tipo Bard Parker montado com
lamina n°15 (Solidor®, Labor import, Osasco, SP, Brasil), seguindo o longo eixo
do osso, com extenséo aproximada de 2 cm. Apos incisdo da fascia muscular, a
musculatura da regido foi divulsionada, com auxilio de uma tesoura tipo
Metzembaum e uma pinga de disseccdo, até a exposicdo do periésteo. Em
seguida, o periésteo foi incisado e posteriormente descolado, com a utilizac&o
de um descolador de periosteo tipo Molt, para exposicao da area 6ssea (Figura
01). Técnica cirurgica realizada conforme descrito em estudo realizado por
Pinheito et al., (2011).
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Figura 1. Acesso cirargico ao fémur esquerdo do rato.

Fonte: autor.

Em seguida, a fim de padronizar a area operada, todas as cavidades
o0sseas foram confeccionadas no terco superior, da face lateral do fémur
esquerdo. A perfuracdo foi realizada através da utilizacdo de broca tipo trefina
(SIN — Sistema de Implantes, Sdo Paulo, SP, Brasil) com 2 mm de diametro,
montada em contra-angulo com reducéo de 16:1 (Figura 2) torque de 35N (NSK,
Nakanishi Inc. — Tochigi, Japao) em angulo reto com a cortical 6ssea. O didametro
foi obtido em virtude do diametro da propria broca e apdés o rompimento da
cortical e acesso a regidao medular do osso (Figura 03). Uma sondagem foi
realizada por meio de uma sonda milimetrada de Williams para constatar a
profundidade de 3 mm da cavidade. Todas as perfuracdes ocorreram sob
refrigeracdo constante com solucgdo fisiologica estéril de cloreto de Soédio a 0,9%,
com auxilio de um motor cirargico para implantes, com reducdo de velocidade
de 16:1 (NSK, Nakanishi Inc. — Tochigi, Japéo).
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Figura 02. Perfuracdo 6ssea com broca trefina.

Fonte: autor.
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Figura 03. Defeito 6sseo de 2 mm de diametro realizado no fémur esquerdo do rato.

Fonte: autor.

Apés a confeccdo do defeito 6sseo, 0s animais dos grupos experimentais,
receberam o implante dos cimentos bioceramicos BioMTA e Biodentine. A
insercdo do material foi realizada com o auxilio de espatula dupla silicato 6335
n° 1 (Fava®, Fava Metallrgica, Sdo Paulo, SP, Brasil), até preenchimento total
do defeito (Figura 04). O BioMTA foi manipulado de acordo com as orientacdes
do fabricante, despejando-se 0,3 g do p6 na placa de vidro, junto com 3 gotas do
liquido, misturando-os suavemente por 40 segundos. O Biodentine também foi
manipulado conforme orientacdo do fabricante, colocando-se a capsula do
produto apds aberta no suporte, e em seguida acrescentada cinco gotas do
liguido da ampola. Apés fechar a capsula, a mesma foi colocada em um
amalgamador (Pennwalt Capmaster®, SS White Dental Product International,

Estados Unidos) com velocidade de 4000/ 4200 rpm por 30 segundos.
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Figura 04. Defeito 6sseo preenchido pelo cimento bioceramico.

Fonte: autor.

O procedimento de sutura, em todos 0s animais, foi realizado por planos,
utilizando-se fio reabsorvivel catgut simples, 2.0, agulhado, com 75 cm de
comprimento, montado em agulha atraumatica 3/8, circular/cilindrica com 3 cm
(Catgut®, Technofio, Goiania, GO, Brasil) nos planos internos (muscular e
fascial). Para a sutura da pele, utilizou-se fio seda preto, trancado 3.0, com 45
cm de comprimento, montado em agulha de 1,7 cm, 3/8 circular/ triangular
(Seda®, Technofio, Goiania, GO, Brasil), em pontos interrompidos.

ApOs o procedimento cirdrgico os animais foram acondicionados nos
micro-isoladores individuais, devidamente identificados, e mantidos em

observagéo constante e diaria por todo o periodo de estudo.

4.6 Protocolo de fotobiomodulagcdo a LED

Os animais dos grupos experimentais GMTALED, GBIOLED e GCLED

receberam a irradiacdo com luz LED (FisioLED®, MMOptics, Sdo Carlos, SP,
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Brasil) realizada seguindo o protocolo (A850 + 10 nm, 150 mW, emissao
continua, ®= 0,5 cm?, 20,4 Jlcm? por sessdo, t = 64 s, 142,8 J/cm? por
tratamento) (Figura 05). O protocolo foi iniciado imediatamente apos o
procedimento cirdrgico, sendo aplicado com a ponteira do equipamento
posicionada em contato com a pele do animal e perpendicular ao osso fémur,
em apenas um ponto sobre o defeito 6sseo, devido ao tamanho da ponteira.
As irradiagOes foram repetidas a cada 48 horas durante 15 dias, totalizando 8

aplicacoes.

Figura 05. Aparelho utilizado para fotoibiomodulagdo LED (FisioLED®, MMOptics,
Séo Carlos, SP, Brasil).

— —

FisioLed

X

Fonte: autor.

4.7 Morte e obtencdo da amostra

Para a obtengdo das amostras teciduais, os animais foram mortos de
acordo com o periodo experimental de 15 dias ap0s as cirurgias. Para a morte
dos animais foi utilizada uma injecdo de dose letal de uma associacdo de
anestésico com analgésico/relaxante muscular [Cloridrato de cetamina a 10%

(cetamin), 6ml/kg e Cloridrato de xilazina a 2% (xilazin), 1,5ml/kg, ambos por via
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intraperitoneal]. Os indicativos de morte foram a auséncia de movimentos
respiratérios, batimentos cardiacos e perda dos reflexos.

ApoOs a constatacdo da morte do animal, foi realizada uma incisdo
longitudinal, acompanhando a cicatriz cutanea existente ao longo do fémur
operado. ApOs exposicdo 6ssea e localizacdo da ferida cirargica, a peca foi
removida, recortando o 0sso a aproximadamente 5 mm de cada lado da ferida
(Figura 06), com auxilio de motor cirdrgico de baixa rotacdo com irrigacdo
externa profusa, com disco diamantado dupla face (Fava®, Fava Metallrgica,
Sao Paulo, SP, Brasil), montado em peca reta (NSK, Nakanishi Inc. — Tochigi,

Japao).

Figura 06. Obtencéo da amostra para andlise.

Fonte: autor.

A peca cirargica foi colocada em frascos etiquetados, contendo solucéo
de paraformaldeido tamponado 10%, sendo fixados por trés dias e em seguida
encaminhados ao Laboratério de Patologia Oral do Departamento de
Propedéutica e Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia da Universidade

Federal da Bahia (FOUFBA), onde foram processados.

4.8 Processamento histolégico



33

Apos o periodo de fixacdo (72 horas), as amostras foram descalcificadas
em solucdo de acido férmico 5% por um periodo de 15 dias e, em seguida
submetidas ao processamento pela técnica histologica de rotina (Dissolveu a
hematoxilina no alcool; dissolveu o alumen na dgua morna; juntou-se as duas
solucdes adicionando-se o 6xido amarelo de mercurio; deixou-se ferver em um
baldo volumétrico durante 5 minutos; resfriou a temperatura ambiente, em
seguida filtrou-se com papel filtro e incluidas em parafina. Os cortes foram
realizados em micr6tomo com espessura de 5 um, semi-seriados de 1/5, corados
por hematoxilina-eosina (HE).

Para possibilitar a avaliacdo da deposicdo colagénica, utilizou-se a
coloracédo pricrosirius, através do Histokit Hematoxilina-Picrosirius (Easypath®,
Erviegas, ldaiatuba-SP, Brasil). Os cortes foram realizados com espessura de 5
micrémetros e dispostos em laminas de vidro. As laminas foram submetidas a
desparafinizacdo em xilol (duas vezes por 15’) e reidratadas em solugdes de
etanol com concentracfes decrescentes até agua. A coloracao foram realizadas
com solugéo de Sirius Red a 0,1% adicionada por uma hora. Apds esse processo
as laminas foram lavadas durante 2 minutos em solucdo de acido cloridrico
0,01N. Por fim foi realizada contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris por 6
minutos, seguido pela passagem por etanol absoluto, clarificagdo com xileno e
montagem com resina. As mixoglobuloses foram minuciosamente analisadas em
microscopia de luz polarizada e caracterizada como negativo ou positivo.

Os espécimes processados foram avaliados histologicamente, atravées de
andlise descritiva comparativa, sob microscopia de luz (AxioStar®, Zeiss,
Germany), no Laboratério de Patologia Oral do Departamento de Propedéutica
e Clinica Integrada da FOUFBA, em estudo cego por um uUnico patologista
experiente, de forma semiquantitativa, de acordo com os critérios encontrados
no Tabela O1.

4.9 Analise estatistica

Para andlise estatistica utilizou-se o teste ndo paramétrico do qui-
guadrado de Pearson, com o nivel de significancia de 5% para comparacéo das
proporgdes entre os grupos. Foi usado o software SPSS (Statistical Package or
the Social Sciences) v 22.0, para Windows.
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Tabela 01 — Critérios semi-quantitativos utilizados na avaliagcao histoldgica.

Critérios Ausente Discreto Moderado Intenso
Reabsorc¢éo 0-5% de Presenca 5-25% 25-50% de >75% de
6ssea reabsorcdo de | de reabsorcéo de reabsorcéo de reabsorcéo de

0SS0 0SS0 0SS0 0SS0
remanescente remanescente remanescente remanescente
e/ou leito e/ou leito e/ou leito e/ou leito
cirirgico cirargico cirdrgico cirlrgico
Neoformagéo 0-5% de 5-25% de 25-50% de >50% de
0ssea neoformacao neoformacao de formacéo de formacéo de
de osso similar | 0sso similar ao 0sso similar ao 0sso similar ao
ao adjacente adjacente néo adjacente ndo adjacente néo
nao tratado tratado tratado tratado
Infiltrado 0-5% de céls. <5-25% de céls. 25-50% de céls. >50% de céls.
inflamatdério Mononucleares | Mononucleares Mononucleares Mononucleares
Deposicao 0-5% de 5-25% de 25-50% de >50% de
Colagénica deposicao deposicao deposicao deposicéo
colagénica colagénica colagénica colagénica
Fibrose Presenca 0-5% | Presenca 5-25% Presenca 25- >50% de fibrose

de fibrose no
defeito 6sseo

de fibrose no
defeito 6sseo

50% de fibrose
no defeito 6sseo

no defeito 6sseo

Reacéo de
corpo
estranho

Presenca 0-5%
de reacdo de
corpo estranho
no defeito
0sseo

Presenca 5-25%
de reacdo de
corpo estranho
no defeito 6sseo

Presenca 25-
50% de reacéo
de corpo
estranho no
defeito 6sseo

>50% de reacao
de corpo de
estranho no
defeito 6sseo

Pavimentacao
osteoblastica

Presenca 0-5%
de
pavimentacao
osteoblastica
Nno 0SSO
neoformado

Presenca 5-25%
de pavimentacao
osteoblastica no
0sso neoformado

Presenca 25-
50% de
pavimentacao
osteoblastica no
0sso0 neoformado

Presenca >50%
de pavimentacdo
osteoblastica no
0sso0 neoformado

Fonte: autor.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise descritiva

Grupo Coagulo

Todos os espécimes desse grupo (100%), mostraram-se com intensa
neoformacdo éssea. O defeito 6sseo apresentava-se preenchido por 0sso
neoformado caracterizado por trabéculas 6sseas espessas e interconectadas
(Figura 07.A), com ostedcitos regulares e linhas basofilicas paralelas entre si e
nao grosseiras, as quais por vezes nao eram confluentes. Pavimentacao
osteoblastica foram eventualmente vistas, 67% dos espécimes de forma discreta
e 33% de forma moderada. De permeio, observou-se intensa inflamagéo crénica
em 100% dos espécimes. Em 33% dos espécimes observou-se diferenciacao
cartilaginosa. O osso neoformado era preenchido por colageno (Figura 07.B)
maduro de forma moderada (33% dos espécimes) a intensa (67% dos
espécimes). Presenca de reabsorcao focal em 33% dos espécimes, os demais
apresentavam-se com auséncia de fibrose. A reacdo de corpo estranho

permaneceu ausente em 100% dos espécimes.

Grupo Coagulo + LED

Foi observado que 66% dos espécimes desse grupo mostraram intensa
neoformacdo 6ssea, e em apenas 33% essa neoformacdo apresentava-se
moderada e o defeito parcialmente preenchido por trabéculas 6sseas nao
espessas e nao conectadas (Figura 07.C). De modo geral, o osso neoformado
apresentava-se como trabéculas 6sseas espessas com ostedcitos tipicos, linhas
basofilicas paralelas entre si e por vezes grumos, pavimentacdo osteoblastica
moderada em 66% dos espécimes e intensa em 33%. De permeio, havia intenso
infiltrado inflamatério em 100% dos espécimes. Inflamacao cronica apresentava-
se predominante, embora em um dos espécimes mostrou-se também inflamacao
aguda e um outro tecido de granulacdo. A reabsorcao éssea foi discreta em 66%
dos espécimes e ausente em 33% dos espécimes. A fibrose mostrou-se ausente
em 33% dos espécimes, discreta em 33% e moderada em 33% dos espécimes.

Diferenciacdo cartilaginosa foi vista em 33% dos espécimes. O colageno
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preencheu todo o osso neoformado (Figura 07.D) em 100% dos espécimes

avaliados e estava presente nas areas de fibrose.

Figura 07. (A): Grupo coagulo — Neoformacéo 0ssea intensa e trabéculas 0sseas
conectadas (H/E, 20X). B: Grupo coagulo - Intensa deposicao colagénica distribuida
por todo osso neoformado (picrossirius, 20X). C: Grupo Coagulo LED - defeito
parcialmente preenchido por trabéculas ésseas ndo espessas e ndo conectadas (H/E,
20X). D: Grupo coéagulo LED - Intensa deposicéo colagénica distribuida por todo 0osso
neoformado (picrossirius, 20X).

Fonte: autor.

Grupo MTA

No periodo experimental avaliado, foi possivel observar que a maioria dos
espécimes desse grupo (60%) apresentaram neoformacado 6ssea intensa e 40%
apresentaram neoformacédo 60ssea moderada. Dentre 0s espécimes com intensa
neoformacdo Ossea, esses estavam completamente preenchidos por 0sso
neoformado, apesar de ainda apresentar remanescente castanho enegrecido de

biomaterial. Enquanto os espécimes com moderada neoformacédo 6ssea (40%)
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mostraram-se parcialmente preenchidos pelo osso neoformado. Foi observado
uma discreta pavimentacao osteoblastica em 80% dos espécimes deste grupo e
o restante do defeito Osseo apresentava-se preenchido, ou parcialmente
preenchido, por uma rede eosinofiica e grumos de preenchimento
remanescente de cor castanho enegrecido birreagentes.

Outras vezes evidenciou-se, o defeito quase que completamente ocupado
por intensa inflamacé&o histiocitaria (80% dos espécimes), permeado por espacos
pequenos ou grandes contendo no seu interior uma trama de remanescente do
biomaterial, antes descrito, circundado por discreta reagao gigantocelular tipo
corpo estranho em 60% dos espécimes deste grupo.

O osso neoformado no defeito completamente preenchido estava sob a
forma de trabéculas Osseas espessas mais regulares, interconectadas,
apresentando linhas basofilicas, muitas vezes grosseiras, ostedcitos regulares e
em uma discreta area de reabsorcéo focal em 80% dos espécimes (Figura 08).
Os espacos entre 0 0sso neoformado encontravam-se com intensa inflamacéo
cronica (80% dos espécimes), entretanto o osso neoformado pertencente ao
defeito apresentava trabéculas 6sseas mais irregulares, de espessura variavel e
eventualmente interconectadas. O colageno encontrava-se maduro e
preenchendo todo o osso neoformado (100% dos espécimes), sendo que na
area correspondente a inflamacdo era irregular, com espacos entre si, e

apresentava-se muito discreto (Figura 09).
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Figura 08. Osso neoformado no defeito (GMTA) completamente preenchido e sob a
forma de trabéculas ésseas espessas mais regulares. Apresentando ostedcitos
regulares aprisionados na matriz 6ssea (H/E, 20X).

Fonte: autor.

Figura 09. Colageno maduro preenchendo todo o osso neoformado (GMTA), este
apresenta-se irregular e discreto (Picrossirius, 20X).

Fonte: autor.
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Grupo MTALED

A maioria dos espécimes desse grupo (80%) encontravam-se
preenchidos com neoformagdo Ossea moderada, também preenchidos por
numerosos espacgos contendo uma rede anfifilica em meio a pequenos grumos
de biomaterial dourado e birreagente, que apresentava uma intensa reacao
gigantocelular tipo corpo estranho, na maioria dos espécimes (60%).

O osso neoformado era composto por trabéculas 6sseas irregulares de
espessura variavel, interconectadas ou ndo, com osteocitos regulares ou nao,
linhas basofilicas grosseiras (Figura 10). Discreta (60%) a moderada (40%)
pavimentacdo osteoblastica, discreta reabsorcédo 0ssea (80%) e fibrose (60%).
Houve também moderada (60%) a intensa inflamacéao cronica (20%) (Figura 11).
O osso neoformado estava preenchido por colageno maduro (100%) e
destacadas éareas de fibrose.

Figura 10. Osso neoformado (GMTALED) composto por trabéculas 6sseas irregulares
(seta preta) de espessura variavel, interconectadas, com osteécitos regulares e linhas
basofilicas grosseiras. Discreta pavimentagéo osteoblastica e presenca de fibrose (seta
vermelha) (H/E).

Fonte: autor.
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Figura 11. Presenca de intenso infiltrado inflamatério (seta vermelha) (GMTALED) e

reabsorcao 6ssea (seta preta), (H/E).

Fonte: autor.

Grupo BIO

Em apenas 20% dos espécimes desse grupo o defeito 6sseo estava
preenchido por intensa neoformacdo 6ssea; nestes e nos outros espécimes o
0sso neoformado encontrava-se ora de forma regular, ora de forma irregular.
Apresentava, por vezes, trabéculas 0sseas interconectantes (Figura 12.A), areas
de pavimentacdo osteoblastica e outras areas com diferenciacdo cartilaginosa.
Permeados por inflamacgdo cronica e aguda intensa em 60% dos espécimes.
Eventualmente foi possivel observar os defeitos 6Osseos preenchidos,
consideravelmente, pelo biomaterial, que era representado por uma trama
eosinofilica irregular, granular, em meio a granulos acantomatoso birreagentes,
mostrando muitas vezes uma moderada reacdo gigantocelular tipo corpo
estranho (60% dos espécimes). Areas de discreta reabsorcio 0ssea foram vistas
em 100% dos espécimes. Bem como areas de discreta (20%), moderada (20%)
e auséncia de fibrose (60% dos espécimes). O colageno maduro foi observado
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(Figura 12.B), de forma intensa em 100% dos espécimes, ocupando todo 0 0sso
neoformado em quase 100% do trabeculado 6sseo. Nos locais onde se observou
o biomaterial, o colageno estava irregular e como se fossem pequenos grumos

confluentes.

Grupo BIOLED

Em 60% dos espécimes desse grupo, observou-se intensa neoformacéao
0ssea, 20% com moderada e 20% com discreta. Quase todo o defeito 6sseo
estava preenchido por osso neoformado, composto por trabéculas 6sseas de
espessuras variadas e interconectadas (Figura 12.C), exibindo por vezes
discreta pavimentacédo osteoblastica em 60% dos espécimes e areas focais de
discreta reabsorcdo 6ssea em 60% dos espécimes. De permeio, foi possivel
observar intensa inflamacdo créonica em 80% dos espécimes, bem como
remanescente de material de natureza exdgena caracterizado por uma trama,
ora mais granular ou mais regularmente distribuido de material de aspecto
granular eosinofilico ou granular pequeno de material castanho, por vezes
birreagente

Observou-se fibrose em 20% dos espécimes e em 80% a fibrose estava
ausente. Além disso, foi possivel observar discreta reacao gigantocelular tipo
corpo estranho em 80% dos espécimes. O colageno maduro foi observado
(Figura 12.D), de forma intensa em 100% dos espécimes, ocupando todo 0 0SS0
neoformado em quase 100% do trabeculado 6sseo, que se observou o
biomaterial, o colageno estava irregular e como se fossem pequenos grumos

confluentes.
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Figura 12. A: Grupo Biodentine — trabéculas 6sseas de espessuras variadas e
interconectadas (H/E, 20X). B: Grupo Biodentine — colageno maduro distribuido por todo
0sso neoformado (picrossirius, 20X). C: Grupo Biodentine LED - Quase todo o defeito
0sseo preenchido por osso neoformado, composto por trabéculas ésseas espeesas e
interconectadas (H/E, 20X). D: Grupo Biodentine LED - colageno maduro distribuido por

todo osso neoformado (picrossirius, 20X).

Fonte: autor.

5.2 Analise estatistica

O resultado da andlise semi-quantitativa, seguindo os critérios da Tabela
01, foi obtido e organizado em percentual. A partir dos valores obtidos foi
possivel realizar a analise comparativa entre 0s grupos.

Na analise comparativa, utilizou-se o GC para comparagdo com 0S
demais grupos, por se tratar do grupo controle utilizado nesta pesquisa. Notou-
se que no critério de neoformacdo 6ssea o GMTA nédo apresentou diferenca
estatisticamente significante (p=0,068) com o GC, enquanto 0S grupos

GMTALED e GBIO apresentaram menor neoformacgéo é6ssea (Figura 13), com
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diferenca estatisticamente significante quando comparados ao coagulo (p <
0,05). Diante dessas comparacdes, nota-se que o GMTA, obteve uma melhor
neoformacdo Ossea que os grupos GMTALED e GBIO, e a luz LED néo

influenciou de forma significativa neste critério.

Figura 13. Representacdo grafica da presenca de neoformacédo 0ssea, resultados em

percentual da analise histolégica semi-quantitativa.
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Fonte: autor.

Nos critérios de pavimentacdo osteoblastica e deposi¢édo colagénica, ndo
houve diferenca estatisticamente significante (p< 0,05) entre o GC e os demais
grupos (Figuras 14 e 15). Desse modo, nota-se que 0s cimentos bioceramicos e
a fotobiomodulacdo a LED néo influenciaram nesses critérios de reparo 0sseo.
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Figura 14. Representacao grafica da presenca de pavimentag&o osteoblastica,
resultados em percentual da analise histolégica semi-quantitativa.
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Fonte: autor.

Figura 15. Representacao grafica da presenca de deposicao colagénica, resultados em

percentual da analise histolégica semi-quantitativa.
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Fonte: autor.

O infiltrado inflamatério, mostrou-se intenso, em 100% dos espécimes,

nos Grupos GC e GCLED, no periodo avaliado. Evidenciando assim, que a
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fotobiomodulacdo a LED nao influenciou na inflamacéo (p > 0,05). No entanto,
notou-se diferenga estatisticamente significante (p < 0,05), na reducdo do
infiltrado inflamatério, quando se comparou o GMTALED com o GC e GCLED
(Figura 16).

Figura 16. Representacado grafica da presenca de infiltrado inflamatério, resultados em

percentual da analise histolégica semi-quantitativa.
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Fonte: autor.

A reacao de corpo estranho mostrou-se ausente, em todos 0s espécimes,
dos grupos GC e GCLED. O GMTALED evidenciou intensa reacdo de corpo
estranho e mostrou diferenca estatisticamente significantes, quando comparado
com o GBIO (p=0,042), GBIOLED (p < 0,05). Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos GMTA e GBIO, na reagéo de corpo

estranho (Figura 17).
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Figura 17. Representacao gréafica da presenca de rea¢do de corpo estranho, resultados
em percentual da andlise histolégica semi-quantitativa..
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Fonte: autor

A fibrose foi menor nos grupos GMTA, GBIOLED e GC, onde nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes (p > 0,05) entre eles. Na
analise comparativa notou-se diferenca estatisticamente significante entre o
GMTA e GMTALED, com aumento da fibrose no GMTALED (Figura 18) em
relacdo ao GMTA (p=0,02).

A presenca de reabsorcdo éssea foi maior no GMTALED (Figura 19) e
estatisticamente significante (p=0,032), quando comparado ao GC. Os demais
grupos nao apresentaram diferencas estatisticas (p > 0,05).

A anadlise dos resultados permite observar que o0 GMTA apresentou
melhores resultados nos critérios avaliados, com maior neoformacdo dssea,
menor formacé&o de fibrose e discreta reabsorcdo 6ssea. E quando comparado
com o GC, que é o grupo com melhor parametro de comparacdo para a
reparacao 6ssea normal, obteve resultados semelhantes nos critérios avaliados.

A fotobiomodulacédo a LED né&o evidenciou melhora no reparo 6sseo nos
grupos analisados, causando aumento da fibrose e da reabsor¢éo 6ssea no GC.
Além disso, na analise comparativa entre GMTA e GMTALED, houve maior

reacao de corpo estranho no GMTALED.
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Figura 18. Representacao grafica da presenca de fibrose, resultados em percentual da
andlise histologica semi-quantitativa.
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Fonte: autor

Figura 19. Representacdo grafica da presenca de reabsorcéo 0ssea, resultados em

percentual da andlise histoloégica semi-quantitativa.
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Fonte: autor.
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Diante dos resultados, pode-se evidenciar que o cimento BioMTA foi
superior ao Biodentine na neoformacdo 0ssea e na reducdo da reabsorcéo
0ssea. Quando associado a fotobiomodulacdo a LED (GMTALED), além dos
critérios ja citados, mostrou-se eficaz na reducéo do infiltrado inflamatério e no
aumento da pavimentacao osteoblastica.

O Biodentine mostrou-se eficaz somente quando associado a luz LED,
pois ap6s a fotobiomodulacdo a LED (GBIOLED), apresentou aumento da
neoformacdo Ossea e reducdo da reacdo de corpo estranho. No entanto, a
fotobiomodulacédo a LED apresentou efeito negativo no reparo 6ésseo, causando

aumento da fibrose e aumento da reabsorcéo 6ssea, no GCLED.
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6. DISCUSSAO

Os cimentos bioceramicos séo frequentemente utilizados em cirurgias
paraendodénticas e o contato com o tecido 6sseo € inevitavel. Diante disso,
muitos pesquisadores utilizam os defeitos 6sseos como modelos para o estudo
do processo de reparo tecidual associado aos cimentos bioceramicos
(GANDOLFI et al., 2017; QUINTANA et al., 2018; FAKHERAN et al., 2019).
Nesse contexto, optou-se pela utilizacdo do rato em nosso estudo, pois o
processo de reparo € ser similar ao observado em humanos, inclusive sendo o
DNA dos ratos homélogos com o humano; desta forma a resposta reparadora,
sob uma variedade de condicfes, tem sido bem documentada (PINHEIRO et al.,
2011; SOARES et al., 2015; QUINTANA et al., 2018).

Diversos estudos, em modelo animal, associam a fotobiomodulacdo a
LED a uma melhora no reparo 6sseo (SOHN et al., 2015; LEE et al., 2016;
PINHEIRO et al., 2018), assim como suas aplicacbes em seres humanos
também demonstram efeitos positivos, principalmente na regressdo de edema
pds-operatdrio, no entanto, ainda sdo escassos 0s estudos em seres humanos
(BAEK et al., 2019). Até o momento, 0 mecanismo de a¢do da luz LED no tecido
0sseo ndo é totalmente claro, e poucos estudos abordaram o efeito da
fotobiomodulacdo a LED em osteoblastos, osteoclastos e a via de sinalizag&o
pela qual a irradiagéao regula as respostas osteoclastogénicas.

Lee et al. (2016), relataram que a fotoirradiacdo a LED atenua a
osteoclastogénese induzida por RANKL, via proteina do choque térmico (PCT
27), que € uma proteina que tem sua expressdo aumentada quando a célula é
exposta a um aumento de temperatura ou outras formas de estresse. Em nosso
estudo, notou-se aumento da reabsor¢ao 6ssea no grupo GMTALED em relacéo
ao grupo GC (p = 0,032), no entanto esse aumento pode estar mais relacionado
ao efeito do cimento bioceramico no tecido 6sseo, pois 0s demais grupos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante nesse critério. Portanto, em
nosso estudo, ndo se observou a agéo da fotobiomodulacédo a LED em atenuar
a reabsorgao 6ssea, ao contrario do relatado por Lee et al. (2016).

Atualmente, a fotobiomodulagéo a LED ganhou consideravel atencéo por
sua capacidade de regular as propriedades de remodelacéo 6ssea, impedindo a

perda 6ssea na osteoporose e outras doencas 0sseas reabsortivas (ASAGAI
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2014; LEE et al., 2016). Além disso, afeta positivamente o metabolismo 6sseo,
aumentando a formacao 0ssea e suprimindo a reabsor¢cdo 0ssea (Sohn et al.,
2015; Lee et al., 2016. Diante dos resultados encontrados em nosso estudo,
observou-se que o grupo GBIO obteve melhora dos resultados somente quando
associado a luz LED, pois ap6s a fotobiomodulacdo a LED (GBIOLED),
apresentou aumento da neoformacdo 6ssea e reducdo da reacdo de corpo
estranho. No entanto, a fotobiomodulacdo a LED apresentou efeito negativo no
reparo 6sseo, causando aumento da fibrose e aumento da reabsorcdo 6ssea, no
(GCLED). Esses resultados diferentes dos relatados por Lee et al., (2016) e Sohn
et al., (2016), podem ser justificados pela diferenca na metodologia, haja vista
gue nosso estudo foi realizado em animais, enquanto os estudos citados foram
em cultura de células.

Os efeitos benéficos da fotobiomodulagéo a LED no tecido 6sseo, podem
ser observados com o uso de diferentes comprimentos de ondas. Nos estudos
de Sohn et al., (2015) e Lee et al., (2016), realizados em culturas de células, a
fotoirradiacdo com LED vermelho (635 nm) suprimiu significativamente a
ativagdo dos osteoclastos, resultando em uma diminuicdo da area de
reabsorcdo. Em estudo realizado por Dereci et al., (2016), utilizando um defeito
0sseo em calvaria de ratos, associado ao uso do LED azul (400 — 490 nm), notou-
se melhora, estatisticamente significante, na regeneracdo éssea do grupo
irradiado em relagéo ao grupo controle. No entanto, em estudo realizado em
cultura de células, posteriormente, por Yuan et al. (2017), foi demonstrado que
a irradiacdo com LED azul (470 nm) tem efeitos toxicos nas células troncos
mesenquimais derivadas da medula 6éssea, caracterizados pela inibicdo da
proliferacéo celular e diferenciacdo osteogénica e a inducdo de apoptose celular.

Em nosso estudo, optou-se pelo uso da fotobiomodulacdo com LED
infravermelho (850 nm), devido a sua maior capacidade de penetracdo nos
tecidos e por resultados satisfatorios obtidos em estudos anteriores realizados
no tecido 6sseo (SOARES et al., 2015; ROSA et al., 2016; PINHEIRO et al.,
2017). Porém, nédo foi observado em nosso estudo, melhora significativa na
deposicdo de fibras colagenas, todos 0s grupos apresentaram intensa
deposicédo, independente do cimento ou da fotobiomodulacdo a LED. Ao
contrario do estudo realizado por Soares et al., (2015), observaram que a

fotobiomodulacdo com LED infravermelho (850 nm), melhorou significativamente
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0 processo de reparo 0sseo, submetidos ou ndo ao uso de enxertos 0sseos,
causando aumento na proliferacéo de fibroblastos, condroblastos e osteoblastos,
além de aumento na deposicao de fibras colagenas

Diante dos achados encontrados na literatura e considerando o0s
resultados deste estudo, notou-se que a fotobiomodulacdo a LED aumentou a
reabsorcao 0ssea e fibrose no GCLED, quando comparado ao GC. Seus efeitos
foram benéficos apenas quando associados ao cimento bioceramico Biodentine,
como foi observado no GBIOLED, com aumento da neoformacdo Ossea e
reducao da reacdo de corpo estranho, em relagdo ao GBIO. Tais resultados,
podem ser justificados baseado no estudo de Lee et al.,, (2016), citado
anteriormente, que correlaciona o efeito favoravel da fotobiomodulacdo a LED a
situacbes de maior estresse celular. Desse modo, acredita-se que o estresse
celular pode ter sido causado pela presenca do Biodentine no tecido 6sseo. Esse
maior efeito de estresse celular causado pelo Biodentine, pode ter associacao
com sua composicao, principalmente na composicdo do liquido que contém
cloreto de calcio (KANG et al., 2013).

Foi possivel evidenciar, no presente estudo, que o cimento BioMTA
foi superior ao Biodentine na neoformacdo 0ssea e na reducdo da reabsorcéo
0ssea e isso mostra que o BioMTA apresentou menor efeito nocivo ao tecido
0sseo. Possivelmente, essa pode ser uma justificativa para a pouca influéncia
da fotobiomodulac&o a LED no reparo 0sseo associado ao cimento BioMTA.

Dentre os cimentos bioceramicos, o MTA foi desenvolvido e considerado
o material de escolha para reparo radicular e procedimentos endododnticos
cirargicos, por muitos anos (VON ARX et al., 2019). Esses cimentos hidrofilicos
formam o hidrato de silicato de calcio e o hidréxido de calcio em contato com a
agua (CAMILLERI, 2015). A liberacdo de ions calcio e hidroxila promove a
formacéao de tecido mineralizado (GIRAUD et al., 2019), enquanto a alcalinidade
contribui para a eliminacdo microbiana (ARIAS-MOLIZ et al., 2017).

A nova geracdo de materiais a base de silicato tricalcico contém
modificagcbes que visam eliminar as limitacdes do MTA e aprimorar suas
propriedades fisico-quimicas (KOUTROULIS et al., 2019). No presente estudo,
foi utilizado o Biodentine, que possui em seu componente liquido o cloreto de
calcio como acelerador e um polimero hidrossoluvel (Areo) que serve como

agente redutor de 4gua (RAJASEKHARAN et al., 2018), essa composi¢ao torna
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0 seu tempo de presa reduzido, de até 12 minutos a contar do inicio da mistura.
Tal caracteristica é essencial para procedimentos cirurgicos.

O Biodentine apresenta propriedades adequadas, como baixa
solubilidade, alta liberacdo de célcio, tempo curto de endurecimento,
radiopacidade, baixa citotoxicidade e resposta adequada quando em contato
com tecidos conjuntivos (GRECH et al., 2013; GOMES-CORNELIO et al., 2017).
Comportamento diferente foi observado no presente estudo, onde o grupo GBIO
apresentou reduzida neoformacédo d6ssea e alta reacdo de corpo estranho,
guando comparado ao grupo GC. O liquido do Biodentine é composto por agua
destilada, cloreto de célcio e um polimero hidrossoluvel redutor de agua,
enguanto o liquido do BioMTA é agua destilada (DA FONSECA et al., 2019).
Existem evidéncias de que o cloreto de célcio, um acelerador da reacdo de
presa, quando adicionado ao MTA, reduz a viabilidade de células MG-63
(derivadas de tecidos de osteossarcoma humano (Kang et al., 2013). Desta
forma, a composicao do liquido do Biodentine pode ser, pelo menos em parte,
responséavel pela reduzida neoformacédo 6ssea e alta reagcdo de corpo estranho.
No entanto, houve aumento da neoformacado 6ssea e diminuigdo da reacdo de
corpo estranho quando associado a fotobiomodulacdo a LED. Desse modo,
sugere-se que esta associacdo entre Biodentine e a fotobiomodulacdo a LED
pode gerar melhores resultados no processo de reparo do tecido 6ésseo. Esse
efeito pode ser atribuido a caracteristica pro-inflamatéria da fotobiomodulagéo a
LED, pois a predominancia do infiltrado inflamatério encontrado no GBIOLED foi
cronico, ao contrario do GBIO que apresentou inflamacéo aguda e crbnica, no
mesmo periodo de observacédo (15 dias).

Em estudo, in vitro, realizado por Dahake et al. (2019), o Biodentine
obteve maior potencial de osteoinducdo que o MTA, porém foi um estudo
realizado em cultura de células. Nos resultados do nosso estudo, realizado em
animais, evidenciou-se maior capacidade de induzir a neoformacao 6ssea com
uso do BioMTA quando comparado ao Biodentine, desse modo, pode-se atribuir
uma maior bioatividade ao BioMTA.

A resposta do tecido 6sseo aos cimentos bioceramicos também foi
testada por Quintana et al., (2019), através de um estudo experimental em ratos.
Nesse estudo foram utilizados os cimentos ProRoot MTA (Dentsply Sirona, York,
PA, USA), MTA Angelus (MTA-A; Angelus Solugbes Odontologicas, Londrina,
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PR, Brasil), Biodentine (BD; Septodont, Saint-Maur-der Fésses, Franca) e
NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc., Brandenton, FL, USA). Com base nos
resultados e métodos utilizados, os autores concluiram que todos os materiais
mostraram um pH alcalino, tempo de presa apropriado e boas respostas
biolégicas em contato com o tecido 6sseo do rato. Porém foi utilizado apenas o
critério de neoformacao 0ssea na avaliacao histologica desse estudo. Devido ao
maior numero de critérios utilizados na avaliagao histolégica em nosso estudo,
como reabsorcdo Ossea, fibrose, deposicdo colagénica, reacdo de corpo
estranho e pavimentacdo osteoblastica, foi possivel encontrar diferencas na
resposta 0ssea aos diferentes cimentos utilizados.

Em nosso estudo, foi observado a presenca de fibrose nos grupos
BioMTA e Biodentine, com aumento significativo apés a fotobiomodulagédo a LED
(GMTALED e GBIOLED). No estudo realizado por Gandoulf et al., (2018),
avaliaram o potencial indutor e a bioatividade do Biodentine, MTA plus e ProRoot
MTA, no osso medular de coelhos e notou-se que a neoformacao éssea estava
presente em todos 0s grupos com o0s cimentos bioceramicos e nao foram
observados necrose nem fibrose.

Atualmente, outra associacao bastante promissora, na regeneragao
0ssea é o uso dos cimentos bioceramicos associados a enxertos 0sseos. Em
estudo em cées, realizado por Fakheran et al., (2019), o uso do Retro MTA ou
Retro MTA + B-TCP coberto com uma membrana de colageno resultou na
regeneracdo dos tecidos periodontais. No entanto, o Retro MTA + B-TCP
mostrou tendéncia a melhores resultados do que o uso do Retro MTA sozinho.
Diante disso, mais estudos devem ser realizados para melhor entendimento
desta relacdo, haja vista que durante a cirurgia paraendodontica, o uso de

enxertos 0sseos em grandes lesdes endodonticas é uma opcao de tratamento.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o BioMTA foi o cimento bioceramico com melhor
desempenho na neoformagdo 0ssea e na reducdo da reabsorgdo 0ssea, em
comparagcdo com o Biodentine. Além disso, quando associado a
fotobiomodulacdo a LED, notou-se reducéo do infiltrado inflamatorio.

A fotobiomodulacao a LED exerceu influéncia positiva quando associada
ao cimento bioceramico Biodentine, com aumento da neoformacéo dssea e
reducdo da reacdo de corpo estranho. No entanto, no reparo 0sseo sem
associacdo com o0s cimentos bioceramicos (Grupos GC e GCLED), a
fotobiomodulacdo a LED apresentou resultados desfavoraveis, tais como

aumento da reabsorcao 6ssea e da fibrose.
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ANEXO A

Certificado de aprovacdo em comité de ética no uso de animais




