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SILVA, Lorena Ferraz Santos. Aplicacao da fibrina rica em plaquetas e a fotobiomodulacio
na regeneraciio 0ssea guaiada: estudo experimental em ratos. 2023. Orientadora: Paula
Mathias de Morais Canedo. 61 f. il. Dissertacdo (Doutorado em Processos Interativos dos
C)rgéos e Sistemas) - Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador.

RESUMO

Introducio: A perda 6ssea pode ser resultante de alguns fatores etioldgicos, como traumas,
lesdes patoldgicas ou atrofia tecidual apds a perda das unidades dentdrias. A busca por
melhorias que auxiliem ou levem ao reparo 6sseo para restabelecer o padrdo anatomico tem
aumentado. A membrana autdloga de fibrina rica em plaquetas tem sido utilizada para auxiliar
este processo de neoformagdo dssea, demonstrando bons resultados, assim como a laserterapia
de baixa intensidade. Objetivo: Investigar o efeito da laserterapia de baixa intensidade (A =
830 nm), com o uso da citada membrana na neoformagao 6ssea. Metodologia: Essa membrana
foi obtida a partir de pungdo intracardiaca de ratos doadores. Um defeito 6sseo foi criado na
calvaria de 48 ratos Wistar. Os animais foram divididos em quatro grupos: D (defeito dsseo),
DL (defeito osseo e laser), DPRF (defeito 6sseo e PRF) e DPRFL (defeito, PRF e laser). Seis
animais de cada grupo foram eutanasiados apds 30 e 60 dias e processados histologicamente.
Avaliaram-se contagem total de células, presenca de angiogénese e area de reparo Osseo
formada. Resultados: Em andlise entre os grupos, houve uma diferenca significativa no
numero total de células entre o grupo D e o grupo DPRFL apés 30 (p***< 0,001) e 60 dias
(p**< 0,01), além de maior presenca de angiogénese (p**< 0,01) entre o grupo D e o grupo
DPRFL. Embora a diferenca ndo tenha sido significativa, o grupo DPRFL apresentou maior
area de reparo em defeito dsseo criado apds 30 dias. Conclusao: A membrana autodloga de
fibrina rica em plaquetas teve um efeito positivo na neoformagao dssea e quando associada a
laserterapia de baixa intensidade apresentou maior espessura 0ssea vertical.

Palavras-chave: fibrina rica em plaquetas; laser de baixa intensidade; regeneracao dssea.



SILVA, Lorena Ferraz Santos. Application of platelet-rich fibrin and photobiomodulation
in guided bone regeneration: an experimental study in rats. 2024. Advisor: Paula Mathias
de Morais Canedo. 61 s. ill. Doctorate Dissertation (Post-graduate Program in Interactive
Processes of Organs and Systems) — The Institute of Health Sciences, Federal University of
Bahia, Salvador.

ABSTRACT

Introduction: Bone loss can result from various etiological factors, such as traumas,
pathological injuries, or tissue atrophy following the loss of dental units. The pursuit of
improvements that assist or lead to bone repair to restore the anatomical pattern has increased.
Autologous platelet-rich fibrin (PRF) membrane has been used to aid this process of bone
neoformation, demonstrating good results, as has low-level laser therapy (LLLT).Objective: To
investigate the effect of LLLT (A = 830 nm), with the use of the PRF membrane, on bone
neoformation. Methodology: This membrane was obtained from intracardiac puncture of donor
rats. A bone defect was created in the calvaria of 48 Wistar rats, which were divided into four
groups: D (bone defect), DL (bone defect and laser), DPRF (bone defect and PRF), and DPRFL
(defect, PREF, and laser). Six animals from each group were euthanized after 30 and 60 days and
processed histologically. Total cell count, presence of angiogenesis, and area of formed bone
repair were evaluated. Results: In the analysis between groups, there was a significant
difference in the total number of cells between groups D and DPRFL after 30 (p***< 0.001)
and 60 days (p**< 0.01), as well as a greater presence of angiogenesis (p**< 0.01). Although
the difference was not significant, group DPRFL showed a greater area of repair in bone defect
created after 30 days. Conclusion: PRF had a positive effect on bone neoformation, and when
associated with LLLT, it showed greater vertical bone thickness.

Keywords: platelet-rich fibrin; low-level laser therapy; bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

A "fibrina" ¢ uma proteina e sua designagdo se origina do latim, onde "fibr" significa fibra,

indicando a sua natureza fibrosa. O sufixo "-ina" ¢ comumente utilizado em Quimica e

Bioquimica para designar substancias, especialmente compostos organicos ou proteinas.

Trata-se de uma proteina essencial no processo de coagulacdo sanguinea. Ela ¢ formada no
plasma sanguineo pela a¢do da enzima trombina sobre o fibrinogénio, uma proteina soluvel.
Quando ocorre uma lesdo vascular, a trombina converte o fibrinogénio em fibrina insolavel,
que se agrega formando uma rede de fibras. Essa malha de fibrina constitui o componente
principal dos coagulos sanguineos, trabalhando para estancar o sangramento e iniciar 0 processo
de cicatrizagdo (Vilar et al., 2020). Caracteristicas estruturais na molécula de fibrina
determinam as propriedades fisicas dos codgulos e ¢ importante para o coadgulo de sangue
suportar o fluxo arterial, contragdo do coagulo pelas plaquetas e demais for¢as dinamicas

sofridas (Litvinov et al., 2021; Reddy et al., 2021).

O processo de formacao de fibrina é complexo e altamente regulado, envolvendo varias outras
proteinas e enzimas. Distirbios nesse processo podem levar a problemas de coagulacio, como

a coagulagdo excessiva (trombose) ou insuficiente (hemorragia) (Jahani; Sherafat et al., 2020).

Ha uma cascata de reagdes moleculares e celulares que levam ao selamento da lesdo vascular
com um agregado de plaquetas, que interrompem a hemorragia pela formacao de um tampao
no tecido lesado, desencadeando os proximos passos da regeneragao tecidual (Vilar et al., 2020).
O seu uso tem sido de forma isolada ou associada com enxertos Osseos, principalmente em

procedimentos que visam a regeneracao Ossea.

A aplicagao desse mediador bioldgico, que contribui para neoformagao dssea, foi relacionada a
reducdo do tempo de reparo 6sseo (Castro et al., 2017), a um aumento da angiogénese ¢ a
diminui¢do do infiltrado inflamatorio (Sherif et al., 2015). Além dessas propriedades, foi
observado que a fibrina autdloga possui altas concentragdes de fatores de crescimento (Dohan;
Ehrenfest, 2010) e de células imunes do hospedeiro, as quais atuam promovendo o reparo local

de feridas e combatendo infecgdes.

A obtencdo da Fibrina Rica em Plaquetas (PFR)se destaca por ser um processo simples e de
custo reduzido, o que praticamente elimina o risco de rejei¢dao. Devido a facilidade de
obtengao e a robustez da sua rede de fibrina, conforme citado por Galav et al. (2016), este

biomaterial tem se mostrado eficiente no tratamento de lesoes Osseas.
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Pesquisas indicam que o uso da PRF, seja de forma isolada ou em combinagao com enxertos
autdgenos, xenoenxertos (Oliveira et al., 2015) e B-TCP (Nacopoulos et al., 2014), promove e
intensifica a regeneracao Ossea. Portanto, o uso deste concentrado plaquetario em terapias

focadas no reparo 6sseo ¢ de grande interesse na area da Odontologia.

Entretanto, na busca por uma recuperagdo mais rapida e eficaz, tanto morfoldgica, quanto
funcional, dos tecidos danificados, pode-se recorrer a combinacao de multiplas terapias (sendo
assim, um conjunto de tratamentos complementares). Uma dessas terapias € o uso do laser de
baixa poténcia (LLLT), que tem propriedades estimulantes para os tecidos, mediante luz
vermelha ou infravermelha. Essa abordagem tem a capacidade de modular o processo de
cicatrizacdo, contribuindo para a reducdo da dor e o aumento da vascularizacdo nos tecidos
(Anders et al., 2015). Além disso, promove um aumento na produ¢do de ATP mitocondrial,

entre outros beneficios (Anders et al., 2015; Hamblin et al., 2016).

Assim, o objetivo deste estudo ¢ avaliar a qualidade do tecido 6sseo formado em um defeito
6sseo critico criado na calvaria de ratos, utilizando-se a membrana de PRF, seja em combinacao

ou ndao com o uso do laser de diodo ou laser de baixa intensidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA.

Esta secao compreende a base tedrica que deu sustentacao ao desenvolvimento deste estudo.

2.1 CONCENTRADOS PLAQUETARIOS

Sistemas de concentrado sanguineo ganharam importancia crescente em diferentes campos da
Medicina regenerativa na ultima década (Ghanaati et al., 2014). Concentrados sanguineos sao
obtidos do proprio sangue periférico do paciente (Schir et al., 2015). Com isso, os componentes
do sangue como leucocitos, plaquetas, proteinas plasmaticas e fatores de crescimento sdo
concentrados apos centrifugacdo e preparados usando diferentes protocolos (Kubesch et al.,

2018).

Os concentrados plaquetdrios inicialmente foram desenvolvidos para tratar e prevenir
hemorragias decorrentes de trombocitopenia grave e o produto resultante utilizado em
transfusoes ficou conhecido como PRP (Christensen et al., 2006). Posteriormente, a utilizagao
de derivados sanguineos para promover o fechamento de feridas e estimular o processo de
cicatrizacdo teve inicio com a introdu¢do de colas de fibrina, compostas por fibrinogénio
concentrado, cuja polimerizacdo ¢ induzida por trombina e calcio (Matras, 1970). A obtengao
da cola autologa de fibrina ¢ considerada uma das opgdes mais seguras, no entanto, seu processo
¢ intricado e dispendioso (Gibble; Ness, 1990). Desde entdo, os beneficios proporcionados pelos
produtos sanguineos tém sido objeto de estudo continuo, levando ao desenvolvimento de novos

protocolos, kits e centrifugas para superar as complexidades associadas.

Nesse cenario, Choukroun et al. (2001) desenvolveram a fibrina rica em leucdcitos e plaquetas
(L-PRF, do inglés Leukocyte-Platelet Rich Fibrin), como um coadjuvante terapéutico para
aprimorar a cicatrizagdo de feridas e a regeneragdo de tecidos apos procedimentos cirargicos
intraorais. A L-PRF ¢ considerada um concentrado plaquetario de segunda geragao,
caracterizado por um método de obtencdo simples, sem manipulagdo bioquimica ou adi¢do de
substincias externas a amostra sanguinea (Dohan et al., 2006). Para obté-la, o sangue venoso ¢
coletado e centrifugado em tubos de vidro ou plastico com jateamento de silica, sem
anticoagulantes. Esse processo resulta em trés camadas distintas: corptisculos vermelhos no

fundo devido a densidade das hemadcias, uma camada intermediaria representando o coagulo de
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PRF, que contém uma quantidade significativa de plaquetas e leucdcitos, e o plasma pobre em
plaquetas ou acelular no topo do tubo. A membrana de PRF apresenta uma estrutura
tridimensional e densa, proporcionando a retencao eficaz de plaquetas e leucocitos (Dohan et

al., 2010).

Esses componentes, por sua vez, desempenham um papel fundamental ao liberar citocinas e
fatores de crescimento, contribuindo de maneira crucial no processo de cicatriza¢dao (Dohan et
al., 2006; Dohan et al., 2010). Os neutrofilos e macrofagos desempenham a funcao de eliminar
bactérias e tecidos necrosados por meio da fagocitose, realizando a debridamento da ferida e
prevenindo infecgdes secundarias. Em contrapartida, plaquetas e macrofagos secretam diversos
fatores de crescimento, como o fator de crescimento beta 1 (TGF-bl), fator de crescimento
derivado de plaquetas (FGDP), fator de crescimento endotelial vascular (FGEV) e fator de
crescimento semelhante a insulina (FGI). Esses elementos contribuem para a cicatrizagao de
feridas estimulando processos como a reepitelizacao, a angiogénese ¢ a formagdao da matriz
extracelular (Tsirogianni et al., 2006). Em comparacdo com outros concentrados plaquetarios,
constatou-se que a PRF apresenta a liberacdo de niveis mais elevados de fatores de crescimento
ao longo de um periodo de até 10 dias (Dohan et al., 2010). Além de liberar proteinas bioativas,
a rede de fibrina rica em plaquetas também desempenha a funcao de suporte para a migragao
celular (Oliveira et al., 2015) e passa por uma degradacdo gradual ao longo do tempo

(Pluemsakunthai et al., 2013).

Em consonancia com os resultados anteriores, Lourengo et al. (2018) constataram uma elevada
liberacao de fatores de crescimento (PDGF, bFGF e VEGF) nas primeiras 24 horas, com uma
posterior reducdo ao longo do tempo, embora concentragdes significativas tenham sido
mantidas apos trés semanas. Tanto citocinas anti-inflamatérias (IL-10, IL-4 e IL1-RA) quanto
pro-inflamatérias (IL-6, TNF-alfa, IL-1b, IFN-gama), apresentaram picos de liberacdo em
momentos distintos, mantendo elevadas taxas de fracionamento por até 21 dias. Além disso,
quimiocinas relevantes para o reparo tecidual foram produzidas em quantidades substanciais ao

longo do periodo experimental.

Esses achados indicam que a membrana de fibrina derivada do sangue exibe uma notavel
estabilidade estrutural e conteudo celular. Estudos em diferentes areas, tanto in vitro quanto em
animais, confirmaram que a PRF aprimora a cicatriza¢do de tecidos moles, estimulando a
angiogénese ¢ a proliferacdo celular (Dragonas et al., 2019; Miron et al., 2017). Além de exercer
efeitos benéficos nos tecidos moles, a aplicacdo da PRF também demonstrou associagdo com

resultados positivos no reparo e regeneracdo do tecido 6sseo. Em comparacdo com uma
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membrana de coldgeno de origem suina, amplamente utilizada, a PRF mostrou-se capaz de
proporcionar resultados superiores em termos de proliferacio de osteoblastos e células

periosteais in vitro (Gassling et al., 2010; Gassling et al., 2013).

Adicionalmente, a PRF tem sido utilizada para mitigar a inflamagao pos-operatoria (Ozgul et
al., 2015; Uyanik et al., 2015), reduzir a dor relatada pelo paciente (Kumar et al., 2016) e
diminuir a incidéncia de alveolite, apds a extragdo de terceiros molares (Eshghpour et al., 2014;
Hoaglin; Lines, 2013). A eficacia desse concentrado plaquetario na cicatrizacdo também foi
investigada em contextos de regeneragdo periodontal e cirurgia plastica. Diante dos beneficios
relatados, estudos pré-clinicos in vitro t€m empregado a PRF em diversas indica¢des de cirurgia
periodontal e oral. Uma metandlise revelou uma diferenca significativa na reducdo da
profundidade de sondagem (1,1 mm), ganho de inser¢do clinica (1,2 mm) e ganho 6sseo (1,7
mm) em defeitos intradsseos, favorecendo o debridamento com retalho aberto € o uso de PRF
em comparacao ao debridamento, sem o uso desse concentrado plaquetario (Castro etal., 2017).
Na Implantodontia, a PRF também tem sido amplamente empregada para aprimorar e acelerar
a cicatriza¢do dos tecidos, sendo utilizada como coéagulo, associada a enxertos 6sseos ou como
membrana. De fato, uma das primeiras aplicagdes da PRF na Odontologia foi na Implantodontia

(Choukroun et al., 2006).

Contudo, foram relatados resultados variaveis quanto aos beneficios associados ao uso da PRF
em procedimentos envolvendo implantes dentarios e em defeitos dsseos. Enquanto alguns
estudos indicam que a adi¢ao de PRF em procedimentos de aumento do seio maxilar acelera a
formacgao dssea e reduz a reabsor¢ao ossea alveolar (Choukroun et al., 2006; Temmerman et al.,
2016), outros ndo observaram ganhos em aplicacdes semelhantes (Zhang et al., 2012;

Suttapreyasri; Leepong, 2013).

Ap6s o uso da PRF em levantamento de seio maxilar, Bosshardt et al. (2014) e Gassling et al.
(2013) avaliaram os resultados histomorfométricos, em comparagdo com uma membrana de
colageno absorvivel (Bio-Gide; Geistlich, Wolhusen, Suica), utilizada para cobrir a janela
lateral de acesso ao seio maxilar. Ambos os estudos nao relataram diferencgas na proporcao de
formacgao Ossea vital e material de enxerto residual apds 5 a 11 meses, indicando um resultado
positivo para a Implantodontia, uma vez que a membrana de PRF apresenta custo inferior em

comparagdo a membrana de colageno comercial.

Quanto a Preservacao da Crista Alveolar, estudos compararam a perda 6ssea horizontal (POH)
e a Perda Ossea Vertical (POV) em cavidades pos-extragio, tratadas com PRF ou com apenas

o coagulo sanguineo (Temmerman et al., 2016; Suttaprevasri, Leepong, 2013; Alzahrani et al.,
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2017). Moussa et al. (2016) estudaram os efeitos do recobrimento de blocos de enxertos
autdogenos com a membrana de PRF, em que puderam observar uma maior reabsor¢do do

enxerto 0sseo na auséncia da membrana de LPRF (0,84 0,6 mm vs. 1,6+ 0,9 mm) ap6s 4 meses.

O concentrado plaquetario de segunda geragdo tem sido empregado, tanto de forma isolada,
quanto em combinagdo com outras terapias, como os substitutos 6sseos, de modo a constituir-
se em complemento valioso para o processo de neoformagdo dssea. Nesse sentido, Abdullah
(2016) conduziu um estudo comparativo da regeneragdo dssea em defeitos ndo criticos na
calvaria de ratos, utilizando PRF isolada e PRF associada ao fosfato beta-tricalcico (B-TCP).
Os animais foram distribuidos em trés grupos distintos: Grupo I, em que os defeitos foram
preenchidos apenas com PRF isolada; Grupo II, composto por defeitos preenchidos com PRF
associada ao fosfato beta-tricalcico (B-TCP); e Grupo III, o controle, no qual ocorreu o reparo
espontaneo. Os animais foram sacrificados em intervalos de 1, 2, 3, 4 ¢ 6 semanas apds as
cirurgias. Por meio de Tomografia Microcomputadorizada (TMC), avaliou-se a neoformacgao
Ossea ¢ a densidade mineral 6ssea. Embora as diferencas nos resultados com e sem a adigdo de
PRF ao B-TCP tenham mostrado significancia estatistica apenas nas semanas 3 e 6, tornou-se
evidente que o grupo que recebeu a combinacdo apresentou melhores resultados, sugerindo,

assim, um efeito sinérgico desse tratamento.

Buscando ainda promover pesquisas em relagdo a reabilitacdo dssea, Karayiirek et al., (2019)
se basearam na hipotese de que o uso da PRF com materiais de enxerto dsseo poderia aumentar
a regeneracdo. Nos defeitos Osseos criados na calota de coelhos, avaliaram os aspectos
histopatologicos e imuno-histoquimicos apos a aplicagdo da PRF com enxerto autogeno,
xenoenxerto e B-TCP. Como conclusdo, o estudo revela que, em termos de neoformacao 6ssea,
a combinacdo de enxerto autdogeno com PRF apresentou resultados superiores, enquanto a
associacdo de B-TCP com PRF ndo demonstrou diferenga significativa em comparagao ao grupo
tratado apenas com B-TCP. No entanto, ressalta-se que estudos adicionais, tanto experimentais
quanto clinicos, sao necessarios para proporcionar maior clareza sobre 0 mecanismo exato € os
resultados associados & combinacdo de PRF com enxertos dsseos no processo de cicatrizagao

ossea.

A obtengdo do coagulo de fibrina e a ativagdo plaquetaria sdo induzidas pela cascata de
coagulagdo que ocorre durante o processo de centrifugacdo. Durante essa fase, a trombina
endogena reage com o fibrinogénio, resultando na formagdo do coagulo de fibrina.
Consequentemente, o soro sobrenadante obtido apds a centrifugacdo perde a capacidade de

coagulacdo. Diversas tentativas recentes tém sido realizadas para otimizar os protocolos


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
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
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
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
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

20

destinados a aplicacdo clinica da PRF. Uma dessas inovagdes ¢ a A-PRF (Advanced-PRF),
desenvolvida por velocidades mais lentas e menor tempo de centrifugagao (1400 rpm ou 200 g
por 8 minutos) (Fujioka-Kobayashi et al., 2017). Essa técnica permite a comparagao entre A-
PRF e PRF convencional quanto aos efeitos da forca centrifuga, como velocidade e tempo, na
formacao Ossea alveolar, aspecto crucial para a regeneracgdo tecidual (Clark et al., 2018). Com
o proposito de esclarecer o efeito da A-PRF na formacao 6ssea, Moraschinio e Barboza (2016)
aplicaram coagulos de A-PRF nos alvéolos de pré-molares, apds extracdes dentdrias em cades da
raca Beagle. A avaliagdo da neoformagado 6ssea foi conduzida por meio de exames histologicos
e de imunofluorescéncia, realizados 14 e 30 dias apos as cirurgias. Os resultados do exame
histolégico revelaram a presenga de osso recém-formado, preenchendo até o centro das
cavidades no grupo tratado com A-PRF apos 14 dias. Ja apés 30 dias, foram observadas
trabéculas de osso denso e regular dispostas em um padrao poroso. Expressoes mais elevadas
de osteocalcina e osteopontina foram observadas no osso recém-formado no grupo A-PRF, em
comparag¢do ao grupo controle. Os autores chegaram a conclusdo de que a aplicacdo da A-PRF
pode resultar em nova formagdo dssea e acelerar o reparo 0sseo. Além desses resultados,
observou-se um aumento na atividade osteoblastica no grupo tratado com A-PRF, sugerindo
que essa abordagem pode ser util para promover a formagao 6ssea na area de Odontologia e de

Medicina.

Com base nas informagdes apresentadas, pode-se afirmar que, embora a PRF pertenca a uma
nova geracao de concentrados plaquetarios, sua estrutura consiste fundamentalmente em
fibrina, o que ¢ suficiente para explicar sua capacidade cicatricial. Além disso, a polimerizagao
lenta da membrana de PRF confere um efeito particularmente benéfico a arquitetura fisiologica,

favorecendo o processo de cicatrizagdo.

Contudo, ¢ essencial aprofundar a investigagdo nas caracteristicas plaquetarias e inflamatorias
desse biomaterial. Uma compreensdo completa de sua fisiologia e significado permitird uma
interpretagdo mais precisa dos resultados clinicos obtidos, proporcionando a expansdo dos

possiveis campos de aplicagdo dessa terapéutica e seus protocolos.

2.2 LASERTERAPIA DE BAIXA INTENSIDADE

Com o aumento da disponibilidade de lasers no inicio dos anos de 1970, surgiram oportunidades

para explorar seu potencial como uma modalidade de reparo para diversos tecidos conjuntivos
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(Nissan et al., 2006). Desde sua introdu¢do na década de 1960, a terapia a laser de baixa
intensidade (LBI) tem sido amplamente aplicada em varias areas da Odontologia,
desempenhando um papel crucial em cuidados pds-cirurgicos, remodelagdo Ossea, restauragao
neural, alivio da dor orofacial e, mais recentemente, no tratamento da doenga periodontal (Sun

et al., 2004).

A capacidade do laser de baixa intensidade de estimular processos fotoquimicos em nivel
celular tem proporcionado beneficios significativos. Em contextos pds-cirurgicos, a LBI tem
demonstrado acelerar a cicatrizagdo de tecidos moles e reduzir a inflamagao. Na remodelacao
Ossea, sua aplicacdo visa promover a regeneragdo 6ssea ¢ melhorar a integragdo de implantes
dentarios. A terapia também tem se mostrado eficaz no alivio da dor orofacial, oferecendo uma
abordagem ndo invasiva para gerenciar desconfortos associados a diversas condigdes. O
crescente corpo de evidéncias cientificas respalda a eficacia e a versatilidade da LBI na
Odontologia, consolidando sua posicdo como uma ferramenta valiosa em uma variedade de

procedimentos e tratamentos.

Diferentes tipos de lasers, abrangendo variados comprimentos de onda, como hélionednio
(632,8 nm), arseneto de aluminio e galio (805 £ 25 nm) e arseneto de galio (904 nm), foram
empregados em diferentes doses e regimes de tratamento (Basford Jr., 1995; Walsh, 1997). O
uso do arseneto de aluminio e galio (GaAlAs), conhecido como laser de diodo e utilizado no
presente estudo, € categorizado como de baixa poténcia ou baixa intensidade, sendo cada vez
mais adotado na Odontologia. Apesar de sua baixa poténcia, o laser de diodo exibe uma boa

profundidade de penetragdo em comparagao com outros tipos de lasers.

Os efeitos fisioldgicos dos lasers de baixa poténcia se manifestam em nivel celular, podendo
tanto estimular quanto inibir atividades de proliferacdo bioquimica e fisiologica, além de
modificar a comunicagao intercelular (Belkin; Schwartz, 1989; Karu, 1989; Noba et al., 2018).
Essa influéncia no metabolismo celular resulta em um aumento nas funcdes dos tecidos

lesionados e irradiados (Noba et al., 2018).

Essa modificacdo ocorre devido a absor¢ao de fotons pelo complexo IV, localizado na
membrana interna das mitocondrias, resultando no aumento da produgao de adenosina trifosfato
(ATP) e, por conseguinte, na melhoria da funcionalidade celular (Hamad et al., 2016; Brawn,
Kwong, 2007; Karu et al., 2005). No tecido 6sseo, a aplicagao do laser induz o reparo dsseo ao
ativar os osteoblastos, promovendo a proliferac¢do e a diferenciacdo dessas células, resultando

na neoformagdo da matriz 6ssea (Stein et al., 2005).
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Essa ativagdo celular e o aumento na produgdo de ATP desencadeiam uma série de eventos
benéficos, como aceleracdo da cicatrizacao de feridas, redugdo da inflamagdo, estimulo a
regeneragao tecidual e melhoria geral na funcao celular. Esses efeitos tornam a terapia a laser
de baixa intensidade uma ferramenta valiosa em diversos campos da Odontologia e Medicina.
No intuito de auxiliar no reparo dsseo, tém sido estudadas novas alternativas terapéuticas, sendo
a laserterapia uma delas. Nessa abordagem, a fonte de luz € o laser (Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation), que se diferencia das fontes de luz convencionais por dispor
de um unico comprimento de onda. Essa caracteristica permite uma propagacao de luz de forma
coerente no espago, carregando boas quantidades de energia de maneira colimada e direcional
(Pinheiro et al., 2010). Para a correta utilizagdo desse tipo de energia, ¢ fundamental
compreender alguns pardmetros fisicos. O primeiro deles ¢ a quantidade de energia, medida em
joules (J), fornecida por uma fonte luminosa, diretamente proporcional a poténcia do aparelho
emissor (medida em watts [W]), e ao tempo de exposi¢ao do tecido a essa energia (medido em

segundos).

O reparo 6sseo, por sua vez, foi observado em diferentes estudos independentemente do
procedimento cirargico realizado. No entanto, a maior parte das pesquisas foi realizada
considerando a extracao dentaria (Noba et al., 2018). Especialmente nesse tipo de intervencao,
observa-se, ao longo do tempo, que o osso trabecular formado se torna mais compacto,
assumindo um padrdo lamelar concéntrico, o que sugere um tecido 6sseo maduro, enquanto o
local cirurgico ndo irradiado apresenta osso trabecular imaturo, com grandes espagos de medula

Ossea (Hamad et al., 2016).

A aplicacao da LBI também foi avaliada apds a instalagdo de implantes para acelerar a
osseointegragdo (Prados-Frutos et al., 2016), assim como na cicatrizag¢ao de tecidos moles
(Han et al., 2016), apresentando resultados satisfatorios. Importante destacar que as
caracteristicas histoldgicas mencionadas nos estudos acima foram observadas ao utilizar

o laser de baixa intensidade, especificamente o laser de diodo (GaAlAs).

Na ultima década, diversos estudos tém investigado os efeitos da Laserterapia de Baixa
Intensidade (LBI) na neoformagao 6ssea (Khadra et al., 2004; Choi et al., 2013), devido
ao aumento da atividade osteoblastica (Migliario et al., 2014), vascularizacao (Khadra et
al., 2004) e organizacao de fibras coldgenas (Pinheiro; Gerbi, 2006). Estudos in vitro t€m
indicado que esse tipo de laserterapia exerce um efeito bioestimulador em células

osteogénicas e tecidos dsseos (Huertas et al., 2014; Amid et al., 2014).
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Da mesma forma, estudos in vivo revelaram que o uso do laser de baixa intensidade aumenta o
reparo O0sseo em defeitos Osseos padronizados, além de melhorar a neoformacdo dssea em
fraturas artificiais (Ghahroudi et al., 2014; Shakouri et al., 2010). Adicionalmente a esses
resultados, foi observada a indugao na atividade da fosfatase alcalina e o aumento da expressao
génica da osteocalcina, quando o laser de diodo foi aplicado, contribuindo assim para a

formagao 6ssea (Renno et al., 2010; Oliveira, 2017).

Embora tenha se observado a agdo da laserterapia em nivel celular, na literatura existem
resultados controversos quanto ao uso da LBI e seus efeitos nas atividades celulares (Conlan et
al., 1996). No entanto, ha estudos onde a laserterapia promoveu a proliferacao e a diferenciagao
de osteoblastos (Stein et al., 2005), bem como a inibi¢do e a diferenciagdo de osteoclastos (Xu
etal., 2009), além de induzir o processo de mineralizagdo (Fukuhara et al., 2006). Muito embora
alguns estudos afirmem que as etapas de proliferacao e crescimento celular podem permanecer
inalteradas, foi observado em diferentes tipos celulares (como osteoblastos e fibroblastos), que
quando expostos a diferentes doses de irradiacdo ha proliferagdo dessas células. (Stein et al.,

2008).

A combinagdo especifica entre comprimento de onda e dose aplicada pode influenciar nas
diferentes respostas para cada tipo celular (Schwartz-Filho et al., 2011). Considerando a
variedade de protocolos utilizados com uso do laser para diferentes tipos de células e de estudo,
¢ necessaria, portanto, uma investigacdo dos paradmetros fotobiomoaduladores e dos efeitos
reais da LBI. Nesse sentido, tem sido aceito que esse tipo de laserterapia produz melhores
resultados quando administrado em doses baixas, quando comparado a doses altas (Huang et
al., 2009). Além disso, doses acima de 20 J/cm2 foram relatadas por apresentarem acio

inibitdria (Seifi et al., 2007; Goulart et al., 2006), o que € controverso na literatura.

O estudo de Altan et al. (2015) 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 nao
mostrou efeito significativo no aumento da formagdo dssea. Entretanto, Saito e Shimizu (1997)
utilizaram doses elevadas de 6.354 ¢ 21.180 J/cm2 e obtiveram resultados positivos, revelando
um estimulo dose-dependente da formacao dssea via laserterapia. Em outro estudo, Silva et al.,
(2012) usaram dose de 160 J/cm2 e similarmente alcangaram resultados significativos. Esses
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 (1990) e Sattayut et al. (1999),

nos quais demonstraram que a dose muito baixa da LBI ndo apresenta efeito, a dose muito alta
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pode resultar em pouco ou nenhum efeito, enquanto que a dosagem extrema pode levar a

inibi¢do dos efeitos produzidos pelo laser.

Esses resultados confirmam o que Khadra et al. (2004) observaram, 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 ¢ o crescimento dsseo. No experimento, 0s 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 célcio 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
apos 14 e 28 dias (p = 0.013 e p = 0.015, respectivamente). As andlises histologicas revelaram
angiogénese e formagao de tecido conjuntivo mais pronunciadas nos grupos irradiados apods 14
dias (p =0 .01 e p = 0 .04, respectivamente), mas nao apds 28 dias. A formagao 6ssea foi maior
no grupo experimental (p =0 .008 e p =0 .002) do que nos demais grupos, nos dois tempos de
morte (Khadra et al., 2004).

Diante do que foi encontrado na literatura, ¢ possivel observar a falta de padronizacdo dos
parametros utilizados na LBI, o que, muitas vezes, justifica os diferentes resultados
encontrados. Além dos parametros do laser, ¢ importante considerar outros cofatores que
igualmente podem afetar a dose administrada, como a profundidade do tecido-alvo. Trata-se de
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 utilizacdo do comprimento de
onda no espectro infravermelho. Devido a sua boa penetragao de luz, ha uma menor perda de
eficiéncia comparada aos outros lasers, podendo atingir até 37% de sua intensidade apds uma

profundidade de 2 mm (Basfor, 1995).

Embora ainda ndo haja uma padronizacdo nos protocolos da LBI, o conceito e o
mecanismo de fotobiomodulacao em feridas por esse tipo de terapia t€ém atraido consideravel
atencdo. Estudos de uma revisdo sistematica sobre o uso de lasers em cirurgia oral, avaliando
reparo 0sseo, mostraram que a LBI ¢ indicada para melhorar a neoformacao e a mineralizacao
Ossea (Noba et al., 2018). Entretanto, os parametros aplicados nesses estudos variaram na
poténcia e no tempo de irradiacdo (Almeida et al., 2017; Hamad et al., 2016; Monea et al., 2016;
Romao et al., 2015; Zaky et al., 2016). Mesmo com diferentes protocolos, alguns dos estudos
concordaram que a LBI estimula a biomodulacdo da neoformacdo Ossea por meio da
osteogénese, diminuindo o tempo de reparo do tecido dsseo (Almeida et al., 2017; Hamad et

al.,2016; Zaky et al., 2016).
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Embora haja resultados controversos na literatura quanto aos efeitos da Laserterapia de
Baixa Intensidade (LBI) nas atividades celulares (Conlan et al., 1996), existem estudos em que
a laserterapia promoveu a proliferacao e a diferenciacdo de osteoblastos (Stein et al., 2005) e
inibicdo da diferenciacdo de osteoclastos (Xu et al., 2009), além de induzir o processo de
mineralizagdo (Fukuhara et al., 2006). Alguns estudos, no entanto, afirmam que as etapas de
proliferacdo e crescimento celular podem permanecer inalteradas quando expostas a diferentes
doses de irradiacao, observado em diferentes tipos celulares, como osteoblastos e fibroblastos

(Stein et al., 2008).

2.2.1 Laserterapia e a regeneracio 0ssea guiada

Com o objetivo de aprimorar a Regeneragdo Ossea Guiada (ROG), varias técnicas tém sido
empregadas para viabilizar e acelerar a neoformacgdo Ossea. Isso inclui o uso de membranas
biocompativeis, substitutos 6sseos e a crescente associacdo da laserterapia a essas técnicas, com
o intuito de obter uma qualidade 6ssea otimizada. A combinagdo dessas abordagens busca ndo
apenas proporcionar suporte estrutural, mas também promover um ambiente propicio para a
regeneragdo e o reparo eficazes do tecido Osseo, especialmente em procedimentos

odontologicos e cirurgias maxilofaciais.

De acordo com a lei de Arndt-Schultz, as reagdes biologicas desejaveis devem ser
desencadeadas dentro de uma janela terapéutica (Huang et al., 2009). Doses abaixo desse
intervalo ndo sao suficientes para fazer a diferenca e doses acima desse intervalo podem ter
efeitos inibitorios. Lasers com comprimentos de onda na faixa vermelha e infravermelha
exibem menor absor¢ao por dgua e cromoéforos teciduais (hemoglobina e melanina), penetrando

mais profundamente no tecido (5—10 mm) (Huang et al., 2009; Cobb et al., 2020).

Enquanto isso, estudos in vitro € em animais mostraram que a LLLT suprime a inflamagao no
tecido periodontal pela modulagdao da resposta imune local e pela redu¢do da producgdo e
liberagdo de certas citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-1p (IL-1PB) e prostaglandina E2 20-23. Além disso, descobriu-se que a LLLT
melhora a microcirculacao local por angiogénese e vasodilatacao, aliviando o edema tecidual e

a inflamagao (Schaffer et al., 2000).

Nessa perspectiva, avaliando a LBI associada a substitutos dsseos, o estudo de Pinheiro et al.,

(2003) investigou os efeitos da laserterapia (830nm e 4J/cm?) associada ao enxerto 0sseo
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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 caracterizado pelo aumento da neoformagao

Ossea e quantidade de fibras colagenas ao redor do enxerto, a partir do 15° dia ap6s cirurgia.

Ao examinar os efeitos da terapia com laser de baixa intensidade (LBI) em conjunto com
substitutos dsseos, Rasouli et al. (2014) investigaram o impacto da laserterapia (810 nm, 300
mW, 4 J/cm2, GaAlAs), associada ao Bio-Oss® no processo de osteogénese em defeitos criados
na calvaria de coelhos. Cada animal teve quatro defeitos de 8 mm de diametro na calvaria. Um
defeito permaneceu como controle com apenas codgulo sanguineo, o segundo foi preenchido
com Bio-Oss®, o terceiro foi tratado com laser e o quarto com Bio-Oss® e laser. Os resultados
mostraram que, na 4* e 8 semana, a quantidade média de neoformagao dssea 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 com apenas Bio-Oss®, e 41,83% e 47,0% no grupo tratado com laser + Bio-Oss®, com

diferencgas estatisticas significativas (p <0,05).

Com base nesses dois estudos, as conclusdes indicam que a aplicagdo da terapia com Laser de
Baixa Intensidade, em combinag¢do com o material de enxerto, pode impulsionar o reparo dsseo.
Essa conclusao leva em consideragdo a capacidade osteocondutora do substituto 6sseo
empregado. Fica evidente que o uso desse biomaterial dificulta a formagao de fibrose e protege

a cavidade, conforme destacado por Batista e Sant’ Ana Filho (2001).

Adicionalmente aos substitutos 6sseos, 0 uso de membranas de colageno na Regeneragio Ossea
Guiada tem apresentado desafios na migracao epitelial para o defeito 6sseo, o que poderia
comprometer a qualidade do osso neoformado. E crucial que a membrana mantenha um espago
viavel para as células osteogénicas do hospedeiro migrarem para a area do defeito, acelerando,
assim, o processo de reparo 6sseo (Kitayama et al., 2015). Uma membrana eficaz deve ser
biocompativel, capaz de criar e manter o espago necessario, promover a integracao tecidual e
ser de facil manuseio. A associagdo da membrana com enxerto autdégeno tem demonstrado
melhorar alguns resultados, proporcionando estabilidade ao material de enxerto dentro do

defeito Osseo.

Ao analisar a associagcdo dessas técnicas, o estudo de Freitas et al. (2017) conduziu uma
investigacdo sobre as técnicas empregadas na Regeneragio Ossea Guiada em combinagio com
a laserterapia. Foram utilizados 80 ratos Wistar, nos quais criaram defeitos dsseos criticos na
calvaria. Os animais foram distribuidos em oito grupos: grupo C (controle - apenas coagulo
sanguineo), grupo M (membrana de colageno - BioGide®), grupo TFBM (terapia de
fotobiomodulag¢do), grupo A (osso autdogeno), grupo A + TFBM, grupo A + M, grupo TBMT +
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M, e grupo A + TFBM + M. A andlise histomorfométrica e estatistica revelou que todos os
grupos apresentaram uma maior area de osso recém-formado, em comparagdo com o grupo C
(9,96 + 4,49%). Portanto, os autores concluiram que a utilizagdo da Terapia de
Fotobiomodulagdo (TFBM) pode ser eficaz para o reparo dsseo, especialmente quando

associada a técnicas de regeneracdo Ossea.

Do mesmo modo, o estudo feito por Pomini et al. (2019), em defeitos 0sseos criticos na calvaria
de ratos, avaliou um sistema formado por xenoenxerto (Bio-Oss®) e membrana de fibrina
(Tisseel Lyo®) associado a laserterapia. Os animais foram mortos ap6s 14 e 42 dias. O sistema
formado pelo xenoenxerto e membrana de fibrina, associado ao protocolo de laserterapia,

teveefeito positivo no processo de reparo 6sseo

Os resultados favoraveis da Laserterapia de Baixa Intensidade no reparo dsseo foram
observados mesmo sem a utilizacdo de substitutos 6sseos ou membranas de colageno.
Emestudo envolvendo pacientes submetidos a um levantamento de seio maxilar bilateral e
instalacdo simultdnea de implantes dentarios, a aplicagdo da LBI (A= 630-660 nm, 25 mW/cm?,
6 min) resultou em neoformagao 6ssea. Os exames de imagem pré e pds-operatorios, realizados
apos o 1°, 3° e 6° meses, indicaram que o lado submetido a laserterapia apresentou resultados
superiores, quanto ao aumento da densidade O6ssea, com diferengas estatisticamente

significativas (p < 0,05) (Mehdiyev et al., 2019).

2.2.2 Concentrado plaquetario e laserterapia

A busca por uma rapida recuperacdo morfoldgica e funcional de tecidos lesados muitas vezes
envolve a combinacao de terapias complementares. Uma abordagem promissora nesse contexto
¢ a Terapia de Fotobiomodulacdo (PBM), que utiliza laser de baixa intensidade, com luz
vermelha ou infravermelha. A LBI tem propriedades de estimulagdo tecidual, promovendo
efeitos bioestimulatorios, como redug¢do da dor, aumento da vascularizacdo tecidual e

aprimoramento na producdo de ATP mitocondrial (Anders et al., 2015; Hamblin et al., 2016).

A combinagdo da cola de fibrina com a fotobiomodulacao tem apresentado resultados positivos
no reparo de lesdes de nervos periféricos, sendo eficaz em procedimentos de neurorrafia e
melhorando a qualidade da regeneracdo axonal no coto distal (Buchaim et al., 20122). Além
disso, essa abordagem combinada tem demonstrado capacidade de auxiliar no reparo de

defeitos 0sseos, estimulando a angiogénese e a proliferagdo de osteoblastos, contribuindo para
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a formagao de novo osso em periodos pds-operatorios mais curtos € em maior volume (Oliveira

CTB et al, 2013).

Apesar dos resultados promissores, ainda existem lacunas na compreensao dos mecanismos da
terapia com PBM e seus efeitos quando combinados com compostos de fibrina, como PRF e
selantes de fibrina. Embora a Laserterapia de Baixa Intensidade tenha demonstrado resultados
positivos no reparo 6sseo quando utilizada isoladamente, a incorporacdo de biomoduladores
tem sido uma pratica crescente para aprimorar a osseointegracdo e a formacao dssea ao redor
de implantes dentdrios, assim como em casos de perda 6ssea de diversas origens. Além das
opg¢des mencionadas anteriormente, ha uma crescente utilizagdo de produtos derivados do
sangue, como os concentrados plaquetarios (CP), em combina¢do com a LBI, no campo

odontologico.

Estudos cientificos destacam o potencial terapéutico notavel tanto da Plasma Rico em Fibrina
quanto da Laserterapia de Baixa Intensidade na melhoria da neoformacao 6ssea durante o
processo de recuperacao tecidual. Uma revisdo da literatura conduzida por Inchigolo et al.
(2022) revelou que a LBI desempenha um papel auxiliar nas respostas do processo de
cicatrizagdo tecidual. Além disso, quando aplicadas em conjunto, a LBI e outras terapias
demonstraram potencial para acelerar o processo de reparo 6sseo. Essa abordagem conjunta
favorece a angiogénese e a proliferacdo de osteoblastos, resultando na formagao mais rapida e
abundante de novo tecido 6sseo, conforme descrito por latecola et al. (2013). Alguns estudos ja

trazem a associagdo destas duas técnicas na ROG (Quadro 1).
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Quadro 1- Estudos utilizando a laserterapia e concentrado plaquetario em regeneragdo Ossea
guiada — Brasil 2023

Referéncia Tipo de Comprimento | Objetivo Fibrina Intervencio Resultados
Laser/LED d onda (nm)
Poténcia (mW)
Oliveira GaAlAs PRF Defeito  6sseo  em | LBI estimulou
Gongalves heterdloga | calvaria de rato coberto | neoformagéo 6ssea e
ct al., 2016 por enxerto autégeno, | melhorou o processo de
Avaliar efeitos da removido a direita do| integragdo do
LBI na integracdo osso  parietal, com
de enxerto 0sseo osteotomia de 5 mm, foi
adaptado do lado
esquerdo com selante de
fibrina; grupos: Enxerto
830 ¢ 30 autégeno autégeno de fibrina | enxerto 0sseo
estabilizado com (AFG) e fibrina | autégeno
selante de fibrina autbgena  +  laser
heteréloga. (AFGL).
Pomini et al., | GaAlAs 830 ¢ 30 Na calvaria de | Tisseel 36 ratos: 4 grupos Neoformagdo  Ossea
2019 ratos (defeito de | Lyo® (Baxter foi observada em
tamanho critico — | Healthcare Lt |d todos os  grupos,
DSC), para avaliar | Norfolk, UK) limitando as margens
o arcabougo do defeito. No grupo
formado por um que recebeu o
selante de fibrina xenoenxerto e a
(FS), mais laserterapia houve
xenoenxerto maior ganho 6sseo.
associado a terapia
com PBM
Hemaid et al.,| GaAlAs 810 ¢ 100 Observar e PRF 16 defeitos 6sseos em| NanoHA+ PRF + 1
2019 comparar 0 USO coelhos divididos em 04| apresentaram densidade
combinado de LBI grupos: controle| dssea
(810 nm), PRF e irradiado a laser (CL);| significativamente
NanoHA na controle ndo tratado (C);| maior em relagdo aos
cicatrizagdo de grupo  tratado  com demais grupos
defeitos enxerto: PRF + NanoHA
periodontais e (NanoHA+ PRF + L)
intradsseos.
Thalaimalai | Diodo 810 ¢ 500 Avaliar efeito PRF LBI associada a PRF Avaliar efeito
etal., 2020 combinado da LBI resultou em melhor combinado da LBI e

e PRF, em sitios
com defeitos
intradsseos, por
retalho,
preservando a
papila, em doenga
periodontal.

exame clinico e
radiografico apos 6
meses.

PRF, em sitios com
defeitos intradsseos, por
retalho, preservando a
papila, em doenca
periodontal.
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Della Coletta| GaAlAs Avaliar os efeitos 30 ratos Wistar: BMG, A TFBM se mostrou
etal., 2021 da TFBM em defeitos preenchidos| eficaz, melhorando e
defeitos Osseos na com  biomaterial el acelerando o processo
830 ¢ 30 calvaria de ratos, BHF coberto por membrana;,
preenchida com BFMG, biomaterial ¢ ]
fosfato de calcio biopolimero de fibrina | ROG quando associado
(BCP) associado a (FB)  coberto  por| M BCP e
fibrina membrana; ¢ BFMLG, BHF
biomaterial e FB coberto
por membrana e TFBM
Buchaimet | GaAlAs 830 ¢ 30 Analisar os efeitos - A TFBM néo diferiu na
al., 2022) da TFBM em BHF neoformagéo Ossea,
defeito dsseo critico mas  apresentou
com  xenoenxerto deposigéo de fibras
associado a BHF. colagenas mais
organizadas.
- BHF favoreceu a
permanéncia de
particulas do
biomaterial em defeito
0sseo.
Rossoet al., | GaAlAs 83030 Avaliar a agdo da 30 em 03 grupos. Defeito, O uso combinado de
2020) TFBM, em ratos 6sseo ndo critico de 2| TFBM com BHF ¢
com defeito tibial, mm foi  produzido. MB contribuiu para o
utilizando 0S50 Grupos: (1) MB + processo de
liofilizado da matriz BHF TFBM; (2) MB + BHF;| reconstrugdo de
Ossea bovina (MB) (3):BM+HFB +TFBM.| defeitos 6sseos ndo
associado ou ndo Nos Grupos 1 e 3, os| criticos.
com HFB animais foram|
submetidos a TFBM
intraoperatorio e a cada
48 horas, até o periodo
de eutanasia
Doan et al., MLS laser -/- Aumentar a | Concentrado
2020 (ASA laser, formagdo de vasos | de fator de
Vicenza, sanguineos ¢ | crescimento
Italy reparagio de | autologo

tecidos depois de
levantamento  de
seio maxilar e
instalagdo de

implantes dentarios

As janelas do seio lateral]
fforam criadas com o uso
de PES. Os implantes
fforam inseridos na mesma
cirurgia e envolvidos com
CGF. No local, foi
realizado tratamento com
laser de
PBM, aplicado nas regides|
apical, bucal, lingual,
coronal, mesial e distal da

ferida cirtirgica

Brotamento vascular e
fechamento da ferida
foram observados
ap6s o primeiro dia.
Nova formagdo Ossea
foi detectada nos seios
maxilares aumentados
proximos aos
implantes, através de
radiografias e
tomografia
computadorizada de
feixe cOnico.

Fonte: Dados da pesquisa
Legenda: BHF-Biopolimero heterologo de fibrina. TFBM-Terapia fotobiomodularoda. MB-Matriz
6ssea bovina
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A utilizagao de terapias combinadas que envolvem o uso de fibrina associada a terapia de
fotobiomodulacao tem se mostrado uma estratégia promissora para favorecer a regeneracao dos
tecidos lesionados, com melhor qualidade e menor tempo. Quando aplicada no local da lesdo,
a fibrina forma uma matriz bioativa no microambiente, exercendo efeito hemostatico, além de
favorecer interacoes entre células ¢ biomoléculas. Esses efeitos, somados aos do PBM,
constituem uma terapia coadjuvante que atua estimulando a atividade celular, a angiogénese e
a sintese de colageno e biomoléculas (Freitas et al., 2022; Colombo et al., 2021; Inchigolo et
al., 2022).

A aplicagao da fotobiomodulacao, por meio de irradiacao direta sem impactar a temperatura da
superficie, utilizando laser de baixa intensidade ou laser de diodo (GaAlAs) (Rasouli, 2014),
tem sido empregada para induzir a regeneragao e potencializar as atividades das células dsseas,
desempenhando um papel coadjuvante nesse processo. Estudos indicam que a LBI estimula a
cicatrizacdo de feridas (Luger et al., 1998) e a sintese de colageno (Lam et al., 1982). Nesse
contexto, a combinagdo dessa abordagem nao invasiva com o uso de concentrados plaquetarios
surge como uma forma de terapia combinada que pode contribuir significativamente para o
processo de reparo dsseo, visto que ambas as técnicas demonstram efeitos e propriedades

benéficos a neoformacao dssea.
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3 OBJETIVOS

Esta se¢do compreende os objetivos estabelecidos para dar desenvolvimento a este estudo.

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a neoformacao 6ssea induzida pelo uso da membrana de PRF com aplicacao do laser
de diodo.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Avaliar qualitativamente:

Contagem de células totais
Presenga de angiogénese

Area de reparo 0sseo
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4 METODOLOGIA

O projeto de pesquisa em questdo passou por um processo de avaliagdo ética e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o namero 5541150219, do Instituto
de Ciéncias da Saude (ICS), da Universidade Federal da Bahia (UFBA). As cirurgias foram
conduzidas no biotério de experimentagdo do Laboratério de Neuroimunoendocrinologia e
Toxinologia do ICS/UFBA, cumprindo rigorosamente as normas éticas para o uso de animais
de laboratério. Essas normas estdo de acordo com a legislagdo vigente e as diretrizes

estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA).

Para o calculo do tamanho da amostra utilizou-se o Programa Estatistico WinPep, com base em
estudos que empregaram protocolos semelhantes utilizando membranas de PRF para comparar
duas proporg¢des de neoformagdo dssea. Os parametros adotados para o cédlculo incluiram um
nivel de significancia de 5%, um poder estatistico de 80% e uma propor¢do minima esperada
entre os grupos de 0,07. Com base nesses critérios, estabeleceu-se um tamanho minimo de

amostra de 6 ratos para cada grupo experimental.

Para a obten¢ao das membranas de PRF, foram necessarios 12 ratos doadores e cada membrana
obtida de um rato doador foi dividida em duas para serem utilizadas em dois defeitos 6sseos
criados. Adicionalmente, foi calculado um acréscimo de 10% no total amostral, resultando em
7 ratos adicionais. Este procedimento visou garantir uma margem adicional para eventuais
perdas ou imprevistos durante o experimento. Estudos indicam que diferentes animais sao
utilizados para investigar o processo fisiologico de cicatrizacdo tecidual, sendo os mamiferos
os mais semelhantes aos humanos (Cohen; Mast, 1990; Padilha et al., 2018). Os ratos, devido
ao baixo custo, facilidade de transporte e ocupagdo reduzida de espago, sdo frequentemente

escolhidos para esses estudos (Cohen; Mast, 1990; Lichtenfels et al., 2013).

No presente experimento, foram utilizados 66 ratos Wistar, com peso variando entre 250 e 350
g, levando em consideragcdo perdas durante o experimento. Os animais foram obtidos no
biotério SUPRILAB e foram divididos em 4 grupos, cada um composto por 12 animais; 6
animais de cada grupo experimental foram submetidos a eutanasia apds 30 e 60 dias. Os grupos
experimentais incluiam: D (defeito 6sseo), DPRF (defeito 6sseo e aplicacao de PRF), DL

(defeito dsseo e laserterapia), e DPRFL (defeito 6sseo + PRF + laserterapia).

Os animais foram alojados em condi¢des padrao para a espécie, no biotério de experimentagao

do Laboratorio citado. As caixas utilizadas eram de polipropileno, com dimensdes de 41x34x16,
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com capacidade para 3/4 animais, fechadas com tampa de arame de aco carbono, com encaixe
para bebedouros. Durante todo o periodo experimental, os animais foram alimentados com

ragcdo comercial para roedores e tiveram acesso irrestrito a agua.

As caixas foram organizadas em estantes de a¢o dentro de uma sala climatizada, mantendo uma
temperatura constante de 22 °C +/- 2 °C, com exaustdo para controle adequado do ambiente. As
condi¢des de umidade foram mantidas em torno de 65%, seguindo um ciclo de luz de 12 horas
de iluminacdo e 12 horas de escuriddo. As gaiolas foram higienizadas regularmente, sendo
lavadas com agua e sabao neutro a cada dois dias, juntamente com a troca da maravalha. Os
ratos foram aleatoriamente agrupados em caixas, com trés animais por caixa, ¢ separados de

acordo com 0s grupos experimentais.

4.1 PREPARO DA MEMBRANA DE PRF

A coleta sanguinea foi realizada por meio de pungao intracardiaca, utilizando um scalp
a vacuo, diretamente no ventriculo esquerdo do animal. Coletaram-se de 5 a 8 ml de sangue de
cada rato doador, com peso corporal aproximado de 350 g. Apos a coleta, o tubo foi posicionado
em uma centrifuga de bancada (Modelo Montserrat 80-2B15 mL®), equilibrada por peso com
um tubo contendo o mesmo volume de agua. As amostras de sangue foram coletadas em tubos
plasticos de tampa branca, sem tratamento de silica e sem anticoagulantes, sendo imediatamente
centrifugadas a 2400 rpm por 10 minutos (Silveira et al., 2023). A escolha do tubo de plastico
sem jateamento foi recomendada para evitar a cascata de coagulagdo precoce e impedir a rapida

coagulagdo do sangue antes da centrifugacgao.

Compreendendo que o tempo de coagulagao para o sangue de rato ¢ de aproximadamente 2-5
minutos, mais rapido do que o tempo de coagulacdo humano de 5-10 minutos (Pertsov et al.,
2022), a amostra de sangue coletada para a produgdo de PRF foi centrifugada, resultando no
coagulo de PRF acima dos eritrécitos, localizado na por¢do média do tubo (Figura 1a).
Posteriormente, o coagulo (Figura 1b) foi cuidadosamente removido, pressionado entre duas
compressas estéreis para obter uma membrana de fibrina autologa (Figura 1c¢). Cada membrana,
proveniente de um rato doador, foi dividida ao meio e cada metade obtida foi dobrada ao meio

para ser utilizada em um defeito dsseo criado (Figura 4 a e b).
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Figura 1 — (a) Coagulo de PRF. (b) Coagulo removido. (¢) Membrana de fibrina.

Fonte: Arquivo fotografico da autora.

4.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas antes de serem anestesiados
com ketamina a 10% (100 mg/kg) + xilazina a 2% (14 mg/kg), via intraperitoneal. Em
seguida, os animais foram posicionados em dectbito ventral sobre um campo cirurgico
para realizar a tricotomia (Figura 2) na regido da calvaria e proceder a antissepsia da area

cirargica com alcool iodado.

Figura 2 — Tricotomia prévia ao procedimento cirirgico

Fonte: Arquivo fotografico da autora.

Realizou-se uma incisdo semilunar entre as orelhas, com o objetivo de dificultar o acesso

posterior a ferida cirurgica por parte dos animais. A incisdo cutanea e muscular teve
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aproximadamente 3 cm de extensdo, permitindo a exposic¢ao do tecido dsseo. Utilizou-se
um cabo de bisturi n® 3 com lamina n°® 15C para realizar a incisdo. Os tecidos subcutaneos
e musculares foram entdo divulsionados. Posteriormente, o periosteo foi incisado e
afastado, mantendo a visualizagdo do campo operatério por meio de trés pingas

hemostaticas.

Enquanto as amostras de sangue estavam sendo centrifugadas, um defeito 6sseo
foi criado na por¢do mediana da calota craniana de cada rato, localizado entre os 0ssos
parietais e com aproximadamente 7 mm de didmetro (Figura 3a). Utilizou-se uma broca
trefina de 6 mm de diametro interno (Neodent, Curitiba, PR, Brasil) montada em um
contra-angulo com redugao 1:20, acionada por um motor para implantes (DrillerBLM 600
plus, SP, Brasil) a 1500 rpm. Durante o procedimento, realizou-se irrigacdo externa
peristaltica com solucao fisiologica salina 0,9%, garantindo a integridade da dura-mater
(Figura 3b). Com relagdo aos defeitos, estes foram tratados conforme a categorizacao de
cada grupo e os tecidos foram readaptados a posicao inicial com sutura simples (pontos

interrompidos), utilizando-se fio de nailon 5-0 (Procare®, SP, Brasil).

Figura 3 - (a) Defeito 6sseo em calota craniana de rato. (b) Remogado de tampao
Osseo preservando a dura-mater

Fonte: Arquivo fotografico da autora.
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Figura 4 — (a) e (b) — Membrana de PRF posicionada em defeito dsseo

Fonte: Arquivo fotografico da autora.

4.3 PARAMETROS DA FOTOBIOMODULACAO COM LASER

O aparelho utilizado foi o TFPremier, laser de diodo infravermelho com meio
ativo GaAlAs (arseneto de gélio e aluminio), com comprimento de onda de 830 nm (MM
Optics Equipamentos, Sao Paulo). Para os grupos experimentais irradiados (DL e DPRFL
30 e 60 dias), a primeira sessdo de laser ocorreu imediatamente apds o procedimento
cirargico e a cada 48 horas durante 15 dias, na energia de 0,7 joules, densidade de energia
de 25 J/em2, de forma pontual, com poténcia de 70 mW, no modo de emissdo continua,
em um tempo de aplicagdo de 15 segundos. O comprimento de onda escolhido ¢ o mais
utilizado, além de ter evidéncia que os fibroblastos saudaveis apresentaram melhor
proliferacao celular e sintese de colageno quando irradiados no comprimento de onda de

635 nm + 830 nm ou 830 nm (Mae et al. 2018).
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4.3 MORTE DOS ANIMAIS

Todos os grupos foram submetidos a dois momentos de eutanasia: 30 e 60 dias apos os
procedimentos. Os ratos foram eutanasiados por meio de uma sobredosagem de
anestésico (Tiopental por via endovenosa, trés vezes a dose recomendada para a anestesia
geral — 30mg/Kg).

Os cortes macroscopicos foram executados pelo mesmo pesquisador nas regides anterior
aos olhos (focinho) e lateralmente as orelhas. Além desses cortes, foi efetuado um corte
frontal, preservando apenas a regido superior do cérebro e o cranio (Figura 5).

As pecas cirurgicas foram acondicionadas em frascos com tampa, contendo formol a 10%,
em quantidade superior ao tamanho da peca, e enviadas ao Laboratério de Anatomia

Patologica na Faculdade de Odontologia da UFBA.

Figura 5 — Peca cirurgica enviada ao laboratério

Fonte: Arquivo fotografico da autora.

4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As pecas foram fixadas em solugao de formol a 10% por aproximadamente sete dias. Apos
a fixacdo, os segmentos anteriores das calvarias foram submetidos a um banho em é4cido

formico a 10% por 24 horas.

Apds a descalcificacdo inicial, cada espécime foi dividido longitudinalmente em dois

blocos, exatamente sobre o centro do defeito cirtrgico original. Os espécimes foram
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processados e incluidos em parafina, passando pelos estagios de desidratacao, clarificacao

e impregnacao por parafina.

Em seguida, uma série de sec¢des, na direcao longitudinal do espécime, foi feita com 3
um de espessura, a partir do centro do defeito cirtrgico original. Essas sec¢des foram

coradas com hematoxilina-eosina (HE) para analise microscopica.

4.6 ANALISE DE DADOS

Realizaram-se avaliagdes descritivas e estatisticas dos dados obtidos, empregando testes

estatisticos para uma probabilidade de erro de 5% (p < 0,05).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As imagens microscopicas foram capturadas e analisadas por um avaliador, cego para as
condigdes experimentais, utilizando o software Image J-SisGET IT (versdao 1.50b,
National Institute Health, EUA), em conjunto com o sistema de captura (Olympus Soft

Imaging Solutions, GmbH, Miinster, Alemanha).

Os dados foram submetidos a uma analise estatistica, utilizando-se o programa Minitab®,
com um nivel de significancia de 5%, tanto para comparagdo intra quanto intergrupos.
Para a andlise histomorfométrica quantitativa, o software GraphPad Prism (versdo 8.0,
GraphPad Program Inc., San Diego, CA, EUA) foi empregado para descrever os
resultados em graficos. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Em seguida, os testes de comparacdes multiplas de Tukey e de comparagdes
multiplas de Dunn (para dados ndo paramétricos) foram utilizados como post-hoc. As
diferencgas estatisticas foram consideradas significativas nos valores de p: * < 0,05; ** <

0,01; ***<0,001; <0,0001.

Para a mensuragdo do reparo formado no defeito 6sseo criado, o programa Image J foi
calibrado de acordo com a objetiva do microscopio em que as fotos foram tiradas. Em um
aumento ocular de 4x, a distdncia em mm foi ajustada para a distancia conhecida da
camara de Neubauer, que foi de 0.05mm, e a distdncia em pixels foi calculada no Image

J (224.056). Em seguida, a 4rea obtida de cada reparo por animal do grupo foi calculada
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e o software GraphPad foi utilizado para a descrigdo dos resultados em graficos, seguindo

as etapas descritas anteriormente.
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S RESULTADOS

A avaliagdo incluiu a analise histologica e histomorfométrica de todos os grupos, apds os
dois periodos (30 e 60 dias) para o nimero total de células, angiogénese e area de reparo

0sseo.

5.1 AVALIACAO DO NUMERO TOTAL DE CELULAS ENTRE GRUPOS

Na analise comparativa entre os grupos, identificou-se uma diferenca estatisticamente
significativa no ntimero total de células entre o grupo D e o grupo DPRFL. Este ultimo
demonstrou uma quantidade celular superior apos 30 dias (p < 0,001) e 60 dias (p <0,01).
Ao examinar a comparagao entre o grupo D e o grupo DPRF, notou-se uma prevaléncia
significativa em favor do ultimo grupo em ambos os periodos avaliados, com uma

diferenca estatisticamente mais notavel (p < 0,05) apds 60 dias.

Quando se compararam os grupos D e DL, evidenciou-se um ntimero superior de células
no grupo DL apds 30 e 60 dias. Apesar de uma predomindncia mais acentuada apds 30
dias, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa em ambos os intervalos

de tempo.

Esses resultados sugerem uma variagdo notavel no comportamento celular entre os
grupos, destacando-se a importancia de considerar essas discrepancias ao interpretar os

dados coletados.
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Figura 6 — Grafico com comparacdo quantitativa do nimero total de células apos 30 e 60 dias
entre grupos FonteF
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 AVALIACAO DA ANGIOGENESE ENTRE GRUPOS

Na analise da angiogénese formada nos dois periodos entre os grupos, foi evidenciada
uma diferenca significativamente maior (p <0,01) entre o grupo D e o grupo DPRFL apos
30 dias, com a expressividade sendo mais marcante no ultimo. Ao comparar os grupos
apo6s 60 dias, notou-se um aumento da angiogénese de forma geral, sendo mais elevada

no grupo PRF, porém sem diferenca significativa entre eles.

E importante destacar que todos os grupos que receberam tratamento apresentaram uma
angiogénese significativamente maior do que o grupo D, ap6és 30 dias. Contudo, essa
tendéncia nao foi observada apo6s 60 dias, quando o grupo DL demonstrou uma menor

angiogénese em comparagdo com o grupo D.

Esses resultados apontam para variagdes temporais na resposta angiogénica aos diferentes
tratamentos, sugerindo a necessidade de considerar a evolugao temporal ao interpretar os

dados relacionados a angiogénese nos grupos estudados.
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Figura 7 — Grafico com comparagdo quantitativa de angiogénese apos 30 e 60 dias entre grupos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 AVALIACAO HISTOLOGICA E QUANTITATIVA POR GRUPO

Ao examinar os graficos e imagens dos cortes corados com H&E (Fig. 8) no grupo D ap6s
30 e 60 dias, ndo foi observada diferenca significativa no nimero total de células nos dois
periodos. Contudo, foi notada uma maior angiogénese (indicada por setas) apos 60 dias.
No grupo DL (Figura 9), houve uma predominancia celular e de angiogénese apos os
primeiros 30 dias. No grupo que utilizou a membrana de PRF (Figura 10), ndo foi
observada diferenca significativa na presenca de angiogénese apds os dois periodos, mas
houve uma maior presenga de células apos 60 dias. Em contraste, ao associar a membrana
de PRF com a laserterapia (Figura 11), observou-se uma menor quantidade celular apos

60 dias e uma maior area de angiogénese apos 30 dias.

Ao analisar o reparo formado no defeito 6sseo criado (Figura 12), notou-se que o grupo
PRFL demonstrou uma area maior de reparo do que os demais apos 30 dias, o que
persistiu apos 60 dias, embora sem diferenca estatistica. Vale ressaltar que o grupo que
utilizou apenas a membrana de PRF obteve uma maior area de reparo apenas quando

comparado ao grupo DL apds 60 dias.

Esses resultados destacam nuances temporais e de resposta especifica aos tratamentos
aplicados, fornecendo insights valiosos para a compreensao do processo de reparo 6sseo

nos diferentes grupos estudados.
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Figura 8 (a-c) — Grupo D- Observagdo histologica/grafico comparando niimero de células totais
e angiogénese apos 30 e 60 dias.
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Fonte: Arquivo fotografico da autora.

Figura 9 (a-c) — Grupo DL- Observagao histologica/grafico comparando niimero de células
totais e angiogé€nese apds 30 e 60 dias.
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Figura 10 (a-c) — Grupo DPRF-Observagao histologica/grafico comparando niimero de células
totais e angiogénese ap6s 30 e 60 dias.
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Fonte: Arquivo fotografico da autora.

Figura 11 (a-c) — Grupo DPRFL-Observagao histologica/grafico comparando niumero de células
totais e angiogénese apos 30 e 60 dias.
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Figura 12 — Grafico com comparagio da area de reparo ap6s 30 e 60 dias entre grupos.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o impacto da utilizacdo da membrana de PRF isoladamente
e em combinacao com LBI em defeitos 6sseos criticos na calvaria de ratos. A escolha
dessa regido para a criacdo dos defeitos 6sseos foi motivada pela sua anatomia favoravel
para manipula¢@o durante a cirurgia e controle pos-operatdrio, o que reduz as chances de
infec¢do do local cirtrgico (Padilha et al., 2018). Adicionalmente, a regido ¢ caracterizada
pela auséncia de estresse mecanico significativo e pela relativa estabilidade das estruturas
circundantes ao defeito, devido a cobertura proporcionada pelo peridsteo do cranio e pelos
musculos temporais e frontais. Portanto, esse modelo oferece uma plataforma clinica
relevante para avaliar terapias de regeneracdo Ossea, contribuindo para intervengdes
clinicas mais eficazes. (Takagi; Urist, 1982, Schmitz; Hollinger, 1986; Wang et al., 2003;
Spicer et al., 2012).

Quando observado o grupo em que nao houve tratamento apos cirurgia, ndo foi observada
diferenca significativa no nimero total de células nos dois periodos. Ao analisar o grupo
que utilizou apenas a membrana de PRF, ndo foi observada diferenca significativa na
presenca de angiogénese apos os dois periodos, mas houve uma maior presenca de células
apods 60 dias e obteve-se uma maior area de reparo apenas quando comparado ao grupo
controle e ao grupo DL apds 60 dias. Este achado estd em concordancia com o estudo de
Kangetal. (2011), que também constatou uma melhoria na regeneragdo 6ssea em defeitos

criados na calvaria de ratos ao utilizar PRF.

Da mesma forma, Tajima et al. (2013) mostraram que o uso exclusivo de PRF para
elevacao do assoalho do seio maxilar, combinado com a instalacdo do implante, resultou
em um aumento significativo na altura dssea, de 4,28 = 1,00 mm antes da cirurgia para
11,8 £1,67 mm apos a cirurgia. Em concordancia, Li et al. (2013) e Oliveira et al. (2015)
encontraram ganho 6sseo alveolar utilizando apenas PRF, demonstrando que a fibrina tem

efeito significativo na diferenciagdo osteogénica.

Ao introduzir a laserterapia, houve uma predominancia celular e de angiogénese logo
apods os primeiros 30 dias, com diferenga significativamente maior (p < 0,01) entre o
grupo D e o grupo DPRFL apods 30 dias, com a expressividade de reparo sendo mais
marcante no grupo onde foi utilizada a membrana de PRF e laserterapia, apos 30 dias, o

que persistiu ap6s 60 dias. Corroborando o presente estudo, To et al. (2019) observaram
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aumento da atividade osteoblastica, quando se utilizaram codgulos de A-PRF nos alvéolos
apods exodontias em caes. Além disso, imunoexpressdes mais elevadas de marcadores da
atividade dos osteoblastos, dos osteoclastos e da fungdo vascular, como a osteocalcina e
a osteopontina, foram encontradas no osso recém-formado no grupo A-PRF, em

comparagdo ao grupo controle.

Ao avaliar a presenca de angiogénese, os dois grupos em que houve tratamento com a
membrana de PRF mostraram-se superiores em relacdo aos demais. No entanto, ao
utilizar a LBI, a predominancia de angiogénese foi maior apds 30 dias, o que contrasta
com o grupo PRF, onde observou-se maior presenga de angiogénese apds 60 dias, sem
diferenca significativa entre os grupos. Diante de tais achados, os autores Bikmulina et
al., (2020) e Priglinger et al. (2018) concordam que a fotobiomodulacdo aliada a fibrina

potencializa a melhora dos resultados, colaborando na proliferagdo celular e vascular.

Nos ultimos anos, tem havido um aumento na busca de métodos nao invasivos, como a
terapia de fotobiomodulagao a laser, para aprimorar o processo de reparo 6sseo (Pomini
et al., 2019). Neste estudo, foi empregado o laser de diodo infravermelho com meio ativo
GaAlAs, operando a um comprimento de onda de 808 nm, com densidade de energia de
25 J/em? e poténcia de 70 mW. Ao examinar os espécimes tratados com a laserterapia,
observou-se que o grupo submetido a LBI apresentou um ganho dsseo superior apenas
em compara¢ao com o grupo controle, mas inferior aos grupos que utilizaram a membrana
de PRF, apods 30 e 60 dias. Esses achados estdo alinhados com os de Mehdiyev et al.
(2019), os quais identificaram um aumento na densidade dssea apds a elevacao do seio
maxilar e instalagdo simultanea de implantes dentarios utilizando a LBI, em comparac¢ao

com o grupo controle (p < 0,05).

A utilizacdo de terapias combinadas que envolvem o uso de fibrina associada a
fotobiomodulagdo tem se mostrado uma estratégia promissora para favorecer a
regeneragdo dos tecidos lesionados com melhor qualidade e menor tempo. Quando
aplicada no local da lesdo, a fibrina forma uma matriz bioativa no microambiente que
exerce efeito hemostatico, além de favorecer interacdes entre células e biomoléculas.
Esses efeitos, somados aos do laserterapia, constituem uma terapia coadjuvante que atua
estimulando a atividade celular, a angiogénese ¢ a sintese de colageno e biomoléculas
(Freitas et al., 2022), afirmando o que foi encontrado no atual estudo, onde foram

observadas maior quantidade celular e presenca de angiogénese ao utilizar a LBI.
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Contrariamente aos resultados encontrados neste estudo, Jonasson et al. (2017) ndo
observaram um aumento significativo na densidade 6ssea em defeitos criticos na calvaria
de ratos, tratados com concentrado plaquetario isoladamente ou em combinagdo com LBI.
Essa disparidade nos resultados pode ser devido ao tipo de concentrado plaquetario

utilizado, visto que no atual estudo foi a PRF e no estudo de Jonasson et al. (2017), o PRP.

No atual estudo, a area de reparo formada foi maior no grupo PRFL, ap6s os dois periodos
avaliados. Em anadlise clinica, trés estudos (Bikmulina et al., 2020; Sahin et al., 2020;
Sahin et al. 2021) que utilizaram PRF, combinada com fotobiomodulacdo para o
tratamento da osteonecrose dos maxilares, todos obtiveram bons e promissores resultados

para tratamento desse tipo de condig@o dssea.

Além de promover a proliferagdo e diferenciagdo de osteoblastos (Stein et al., 2005), a
Terapia de Fotobiomodulagdo a Laser também demonstrou capacidade de inibir a
diferenciagdo de osteoclastos (Xu et al., 2009) e induzir o processo de mineralizagao
(Fukuhara et al., 2006). Por outro lado, as citocinas e os fatores de crescimento presentes
na membrana de fibrina rica em plaquetas (PRF) t€ém sido associados a aceleracdo da
migracgdo celular e a resposta inflamatoria, o que pode promover ainda mais a reparagdo

tecidual (Messora et al., 2007).

A utilizagdo da membrana de PRF tem sido correlacionada com uma aceleracdo do
processo de reparo 6sseo e uma diminui¢do da reabsor¢do do osso alveolar (Choukroun
et al., 2006; Temmerman et al., 2016). Além disso, foi observado previamente o efeito
biomodulador da LBI na regeneragdo Ossea em vdrias circunstancias experimentais
(Sleem et al., 2019; Padilha et al., 2018; Arakeeb et al., 2019). Dessa forma, pode-se
perceber que poucos estudos utilizaram a associagao fibrina ao/ou com LBI, mas, devido
aos bons resultados, a técnica mostra-se promissora, com potencial para colaborar na
reparagao tecidual. A dificuldade em comparar os diferentes tipos de fotobiomodulagao
pode ser considerada uma limitacdo, devido aos diferentes protocolos relatados nos

experimentos.

Preocupagdes sobre a coleta de amostras sanguineas animais foram levantadas por Dohan
et al. (2010), destacando o tempo entre a coleta e a centrifugacdo como um fator crucial
no protocolo da PRF. Esses autores investigaram o uso de tubos de vidro e plastico com

jateamento interno, concluindo que tubos plasticos jateados ndo parecem afetar a
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arquitetura da membrana de fibrina. No entanto, no presente estudo, o método utilizado
diferiu em relacdo a natureza desses tubos, os quais foram tubos plasticos sem jateamento
interno de silica, com o objetivo de evitar a formagao precoce do coagulo de fibrina e
impedir a rapida coagulacdo do sangue antes da centrifugacdo (Silveira et al., 2023).
Portanto, para garantir a coleta sanguinea dentro do tempo estabelecido pelo protocolo,

as amostras foram obtidas por pun¢do intracardiaca.

Quanto a natureza da membrana de fibrina, o estudo de Oliveira et al. (2015) nao
encontrou diferenga 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 sugere que o uso de membrana homdloga de PRF ndo seria uma limitagao

para este estudo.

Limitagdes deste estudo incluem o tamanho da amostra, a perda de dois animais do grupo
experimental PRFL e a falta de padronizagao dos protocolos terapéuticos utilizados. Até
0 momento, ndo existe um protocolo definido para a aplicagdo da LBI em defeitos dsseos
criticos, nem para o método de obten¢do da membrana de PRF em ratos. Embora este
estudo tenha demonstrado que o uso de tubos plasticos sem jateamento interno de silica
aparentemente nao afetou a arquitetura da membrana de PRF, pode haver impacto nos
fatores de crescimento. Diferentes técnicas de obtencao tém sido descritas na literatura
para aumentar a quantidade de fatores de crescimento na rede de fibrina, tanto em estudos

com humanos quanto em animais.

Em relagdo ao uso da LBI, ¢ reconhecido que outros fatores, como a fase de
crescimento celular (Osawa et al., 1998), a frequéncia e o numero de sessdes (Silva Junior,
2002) também exercem influéncia. Essas consideragdes devem ser levadas em conta ao

interpretar-se os resultados deste estudo e ao planejar pesquisas futuras sobre o tema.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados observados, notou-se que os grupos que receberam tratamento
com a membrana de PRF mostraram uma maior predominadncia no quantitativo celular e
na presenga de angiogénese, ap6s 30 e 60 dias, em comparagdo aos demais grupos. A area
de reparo observada foi maior no grupo PRFL ap6s 30 dias e ndo houve diferenca

significativa entre os grupos, especialmente ap6s 60 dias.

Esses resultados indicam a necessidade de desenvolver estudos mais aprofundados para
investigar protocolos especificos do uso da Terapia a Laser de Baixa Intensidade e a
obten¢do da Fibrina Rica em Plaquetas (PRF), avaliando suas propriedades de maneira
cuidadosa. Essa abordagem pode fornecer insights valiosos para otimizar a combinagao

dessas terapias visando a uma regeneragao dssea mais eficaz em contextos clinicos.
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ANEXO — Aprovagio da Comissdo de Etica o Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da Satide da
Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA)
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Certificamos que 8 proposta intitulada "Avalia¢do comparativa da membrana de coldgeno e de PRF irradiadas com laser de diodo
em defeito ésseo: Estudo em modelo experimental em ratos”, protocolada sob o CEUA n® 5541150219, sob a responsabilidade de
Tania Tavares Rodriguez e equipe; Luciana Maria Pedreira Ramalho; Lorena Ferraz Santos silva - que envolve a produgdo,
manutengdo efou utilizagdo de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - estd de acordo com 0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e fol
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