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Carvalho ES. Efeitos do laser de diodo e do fator de crescimento de fibroblastos no
processo de reparo apos reimplante tardio [Tese de doutorado]. Taubaté:
Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2013. 99f.

RESUMO

Objetivo: Avaliar por meio de andlises radiografica e histolégica os efeitos da
associacao do laser de diodo e do fator de crescimento de fibroblastos no tratamento
de dentes de ratos reimplantados tardiamente. Método: Cinquenta ratos (Rattus
norvegicus albinus, Wistar) tiveram seus incisivos superiores direitos extraidos, a
papila dental removida, e por via retrograda, o preparo e preenchimento dos canais
radiculares com pasta de hidréxido de calcio. Em seguida, os espécimes foram
aleatoriamente divididos em cinco grupos: C+ (controle positivo)- reimplante
imediato; C- (controle negativo)- reimplante tardio, mantidos em meio ambiente seco
por sessenta minutos, sem tratamento adicional; LA (laser de alta poténcia)-
reimplante tardio associado ao tratamento prévio da superficie radicular com
irradiacdo por varredura com laser diodo de alta poténcia (810nm, modo continuo,
fibra éptica de 600um, 1,5W input, 30s); FGF (Fator de crescimento de fibroblastos)-
reimplante tardio associado a aplicagcdo do fator de crescimento de fibroblastos 50
Mg na concentragdo de 0,2% FGF-2 em gel de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) a
3% sobre a superficie radicular lingual e no interior do alvéolo dental de cada
espécime; LA+FGF (Laser de alta poténcia e FGF)- reimplante tardio, com
tratamento prévio da superficie radicular com laser diodo nos mesmos parametros
do grupo LA, associado a aplicacdo do FGF-2 da mesma forma que no grupo FGF.
A eutanasia dos animais ocorreu apds sessenta dias. Os espécimes foram
radiografados digitalmente e processados para analise descritiva dos eventos
histoldgicos e analise da porcentagem de fibras colagenas do tipo | por meio do
método Picrosirius Red. Resultados: Na analise radiogréfica, o grupo LA+FGF
apresentou o menor nimero e porcentagem de areas reabsorvidas (p<0,05). Com a
analise dos eventos histologicos por meio de escores, o grupo LA apresentou as
menores médias de reabsorcao substitutiva e inflamatéria e anquilose, seguido pelo
grupo LA+FGF e nao diferindo estatisticamente do grupo controle positivo. O grupo
LA+FGF apresentou o melhor reparo periodontal entre os grupos experimentais,
com a maior quantidade de fibras colagenas espessas, (p<0,05). Conclusdes: A
irradiacao da superficie radicular com laser de diodo de alta poténcia associada ou
ndo ao FGF-2 reduziu a incidéncia de reabsor¢des radiculares externas e anquilose.
A aplicacdo do FGF-2 favoreceu o reparo do ligamento periodontal, embora a
reinsercao das fibras ndo tenha ocorrido em todos os espécimes.

Palavras-chave: Fatores de crescimento de fibroblastos; Laser; Reimplante dental;
Reabsorcao da raiz; Reparo periodontal.



Carvalho ES. Effects of diode laser and fibroblasts growth factor on the healing
process after delayed replantation [Tese de doutorado]. Taubaté: Universidade de
Taubaté, Departamento de Odontologia, 2013. 99f.

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to evaluate, by radiographic and histological
analyses, the effects of high-power diode laser irradiation and fibroblast growth factor
(FGF) in the treatment of delayed replanted rat teeth. Methods: Fifty rats ratos
(Rattus norvegicus albinus, Wistar) had their maxillary right incisors extracted, the
dental papilla removed, and by a retrograde way, the root canals were prepared and
filled with calcium hydroxide paste. Subsequently, the specimens were randomly
assigned to five groups: C+ (positive control)- immediate replantation; C- (negative
control)- delayed replantation, left on the bench for sixty minutes, without additional
treatment; LA (Diode laser high potency)- delayed replantation and root surface
treatment scanning irradiation with a high-power diode laser (810nm, continuous
mode, optic fiber 600um, 1.5W input, 30s); FGF (Fibroblast Growth Factor) - delayed
replantation and topical application of 50ug 0,2% FGF-2 gel in 3% hydroxylpropy!
methylcellulose matrix (HPMC) over the lingual root surface and into dental alveolus
of each specimen; LA+FGF (Diode laser high potency + Fibroblast Growth Factor)-
delayed replantation and root surface treatment irradiation with a diode laser using
the same parameters as those used for LA group, associated to topical application of
FGF-2 in the same way as FGF group. The rats were euthanized after sixty days of
replantation. The specimens were digitally radiographed and processed for
descriptive histological events analysis and percentage analysis of type | collagen
fibers by the Picrosirius red method. Results: By radiographic analysis, the minnor
number and percentage of resorpted areas were seen in LA+FGF group (p<0.05). In
the histological analysis through scores, the LA group showed lower means of
replacement and inflammatory resorption and ankylosis and followed by LA+FGF
group and they were not statistically different of positive control group. The LA+FGF
group showed the best periodontal healing of all experimental groups, with the
greater number of thick collagen fibers stained (p<0,05). Conclusions: The
irradiation of root surface treatment with high-power diode laser associated or not to
FGF-2 reduced the occurrence of external root resorption and ankylosis. The FGF-2
application favored the periodontal ligament healing, but the fibers reinsertion not
occurred in all the specimens.

Keywords: Fibroblasts growth factors; Laser; Tooth replantation; Root resorption;
Periodontal healing.
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1 INTRODUGAO

Estudos epidemiol6gicos comprovam a alta prevaléncia dos traumatismos
dentédrios (Andreasen & Andreasen, 2001; Andersson et al., 2006). Estes
representam um sério problema de saude publica, principalmente em criancas e
adolescentes, devido ao seu alto impacto psicolégico e social, além das
consequéncias indesejaveis e funcionais promovidas por tais traumatismos.

A avulsao dentéaria se constitui um dos traumas dentarios de maior gravidade,
por causar severos danos aos tecidos periodontais e necrose pulpar. O reimplante
do dente em seu alvéolo sempre deve ser realizado nos casos de dentes
permanentes, pois promovera o restabelecimento da funcdo e da estética,
importante na recuperacao psicolégica do paciente, e na manutencao da estrutura
Ossea alveolar daquela regido. Esta preservacdao do alvéolo é de extrema
importancia, principalmente no que tange as criangas e adolescentes, ainda em fase
de crescimento 0sseo, que nao podem receber implantes ou préteses
definitivamente (Trope, 2011; Andersson et al., 2012).

A falta de conhecimento da populagdo em geral sobre os procedimentos do
reimplante ou fatores emocionais e fisicos do paciente levam, na maioria das vezes,
a um reimplante tardio. Apdés 15 minutos expostos ao meio externo, as células do
ligamento periodontal tornam-se invidveis e necrosam, estimulando o inicio de um
processo inflamatério que pode resultar na reabsorgao radicular (Andersson & Bodin,
1990).

Nesses casos de reimplante tardio, faz-se necessario um tratamento da

superficie radicular antes do reimplante tardio com o objetivo de remover o ligamento
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periodontal necrosado, de forma a preservar a estrutura radicular e promover uma
superficie que possibilite o reparo periodontal, além do tratamento endodéntico para
eliminar a contaminacao microbiana (Andreasen & Andreasen, 2001)

Diversos estudos tém sido realizados com o intuito de estabelecer a melhor
terapéutica para a superficie radicular nesses casos de reimplantes tardios, contudo,
ainda nao foram suficientes para se estabelecer um protocolo ideal para prevenir ou
estabilizar as reabsorcdes radiculares.

Os lasers de alta poténcia tém apresentado atividade antimicrobiana no
sistema de canais radiculares. Além disto, quando utilizados na superficie radicular,
promovem fusdo e derretimento homogéneo da estrutura cementaria, tornando-a
mais regular, favorecendo a adesdo de fibras e células do tecido conjuntivo e a
neoformacdo de cemento. Desta forma, a superficie radicular externa torna-se
biocompativel e mais resistente a acao de bactérias e das células clasticas (Kreisler
et al., 2001; Haypek et al., 2006; Raldi et al., 2010).

Um estudo prévio em modelo animal utilizando laser de diodo de alta poténcia
na superficie radicular previamente ao reimplante tardio demonstrou, por meio de
analise histologica e histomorfométrica, que a irradiacdo no modo continuo inibiu o
aparecimento de reabsorcdo substitutiva e anquilose (Carvalho et al., 2012).
Entretanto, ainda que obtida uma reducdo na incidéncia de reabsorgao radicular
externa, ndo houve uma reinsercdo periodontal perpendicular, considerada ideal.
Quando houve a reinsercao, esta se apresentou com fina espessura, desorganizada
e com as fibras periodontais dispostas paralelamente a superficie radicular.

Como a taxa de sucesso do reimplante tradicional (incluindo varios periodos
extra-alveolares) € muito imprevisivel, com variacao de 4 a 50%, torna-se necessario

desenvolver uma nova estratégia para essa terapia (Krasner & Rankow, 1995). O
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tratamento de um dente avulsionado deve envolver protocolos que visem tanto a
reducé@o das subsequentes reabsor¢des radiculares externas, como a promogao da
regeneracao do ligamento periodontal.

A chave para a regeneragéo tecidual estd em estimular uma cascata de
eventos celulares em certo ponto, que pode resultar na coordenacao e concluséo da
formagao do tecido integrado. Véarios enfoques biolégicos tém sido usados para a
promogdo da regeneracdo periodontal. Esses podem ser divididos em: uso de
fatores de crescimento e diferenciacao, aplicacdo de proteinas da matriz extracelular
e fatores de adesdo, além de mediadores do metabolismo 6sseo (Cochran &
Wozney, 1999).

Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) representam uma grande
familia de polipeptideos, abrangem mais de 20 membros que compartiiham
caracteristicas estruturais. Dentre a familia dos FGF, o fator de crescimento basico
(FGF-b ou FGF-2) é considerado o mitbgeno mais potente para as células
periodontais (Okamoto et al.,1997; Shimazu et al., 1999). O FGF-2 é um polipeptideo
de cadeia Unica, que estimula a migracdo e proliferacdo de fibroblastos e a
diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, cementoblastos e
fibroblastos nos estagios iniciais da cicatrizacdo, além de regular a producao de
laminina induzindo a angiogénese, o que poderia intensificar a regeneragao
periodontal (Takayama et al., 1997; Sae-Lim et al., 2004; Stavropoulos & Wikesjo,
2012).

Estudos na periodontia, tanto em modelo animal quanto em humanos,
sugerem fortemente que a aplicacao topica do FGF — 2 tem- se mostrado como uma

modalidade terapéutica promissora para a regeneragao dos tecidos periodontais
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destruidos pela progressao da doencga periodontal (Takayama et al., 2001; Murakami
et al., 2003; Kitamura et al., 2011; Murakami, 2011).

Com o desenvolvimento da terapia de regeneracao periodontal, surge uma
nova perspectiva para o tratamento dos dentes avulsionados. Algumas pesquisas ja
foram direcionadas com o intuito de utilizar o FGF para estimular o reparo
periodontal de dentes avulsionados, com resultados positivos (Sae-Lim et al., 2004;
Sato et al., 2004; Seshima et al., 2010). Entretanto, nenhuma pesquisa foi
direcionada no sentido de se associar um tratamento da superficie radicular e um
tratamento estimulador do reparo periodontal nos dentes reimplantados tardiamente.

Pelo exposto, torna-se oportuno estudar a utilizacdo de fatores de
crescimento associados ao tratamento da superficie radicular com laser de diodo de
alta poténcia antes do reimplante tardio, buscando alternativas para reduzir o risco
de reabsorgbes radiculares e melhorar o reparo periodontal, com reinsercdo de

fibras perpendiculares aos dentes avulsionados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRATAMENTO DA SUPERFICIE RADICULAR

Quando os dentes avulsionados sdao mantidos em meios inadequados e
reimplantados tardiamente, pode-se presumir que o ligamento periodontal esta
necrosado. Este tecido necrotico serve de estimulo ao processo inflamatério sobre
uma area difusa da superficie radicular, que culminara com a ativacdo das células
clasticas, promotoras do processo de reabsorgdo inflamatéria. Por outro lado, os
cementoblastos ndo conseguem abranger toda a superficie cementaria danificada
pelo trauma, proporcionando que em algumas areas 0 0sso entre em contato direto
com a superficie radicular externa. Neste caso, através do processo de remodelacao
fisioldgica éssea, a raiz vai sendo substituida pelo 0sso, no processo conhecido
como reabsorcdo substitutiva (Trope, 2011). Muitas pesquisas tém sido
desenvolvidas, na tentativa de obter um protocolo ideal para o tratamento da
superficie radicular, com o fito de inibir as reabsorcdes radiculares.

O tratamento da superficie radicular, anteriormente aos reimplantes tardios,
também tem sido preconizado para hidratar o remanescente de tecido conjuntivo
vidvel que se encontre aderido a ela, preservar a estrutura radicular, inibir as células
reabsortivas, além de promover o reparo por meio da neoformacdo cementaria
(Barret & Kenny, 1997; Levin et al., 2001; Poi et al., 2007).

Alguns métodos de tratamento tém sido propostos para esta finalidade.
Solugdes acidas como acido citrico, fluoreto de sddio e Vitamina C foram propostas

com a intengao de facilitar a reinsercdo das fibras conectivas (Zervas et al., 1991;
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Panzarini et al., 2005; Gulinelli et al., 2008). Da mesma forma, foram utilizados
antibiéticos, corticosteréides e substancias antirreabsortivas como alendronato,
acetazolamida e nitrato de gélio (Levin et al., 2001; Moreira Neto, 2002; Mori &
Garcia, 2002; Keum et al., 2003; Lustosa-Pereira et al., 2006; Mori et al., 2007;
Gulinelli et al., 2008). O Emdogain, um gel terapéutico derivado da matriz de
esmalte, tem sido utilizado para regeneragcédo biolégica nos casos de reimplantes
dentais tardios, entretanto os resultados mostram que esta substéncia nao inibe o
processo de reabsorcdo radicular externa (Lam & Sae-Lim, 2004; Schjott &
Andreasen, 2005; Barrett et al., 2005; Poi et al., 2007). Os resultados destas
terapéuticas, até o presente momento, sao contraditérios, razdo pela qual ndo se
pode afirmar que estes sdo efetivos na prevencdo das reabsorcdes radiculares
externas, principalmente as substitutivas.

A utilizagéo clinica do laser tem trazido muitas vantagens e sido coadjuvante
dos tratamentos nas diversas especialidades. A endodontia tem sido beneficiada por
muitas de suas propriedades: a capacidade do laser de vaporizar o tecido pulpar
necrosado, favorecer maior limpeza da parede dentinaria (remogao da smear layer),
reduzir ou aumentar a permeabilidade dentinaria, promover a ablacao da dentina,
reducao bacteriana no canal radicular e diagnostico de vitalidade pulpar (Gutknecht
et al., 2004).

A aplicacao do laser de diodo na odontologia é recente. Os equipamentos de
lasers de diodo de alta poténcia sao portateis, de custo reduzido quando
comparados aos outros lasers de alta poténcia. O comprimento de onda destes
lasers para utilizacdo na Odontologia varia entre 800nm a 980nm, e podem ser
utilizados no modo pulsado, bem como no modo continuo, e de acordo com a

indicacao clinica por contato ou ndo (Romanos & Nentwig, 1999).
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O laser de diodo de alta poténcia reduz a permeabilidade dentinaria, embora
nao provoque o melting da dentina como o laser Nd:YAG. O aparelho é composto
por duas camadas de material semicondutor entrelagadas por uma camada n&o
condutora (bandgaplayer). Seu espectro permite melhor absorc¢do pela agua do que
os tecidos dentais quando comparado ao Nd:YAG laser. Isto explica a melhor
penetragdo da luz através da dentina, tornando entdo possivel agir sobre os
microrganismos presentes nos tubulos dentinarios (De Souza et al., 2008).

Moritz et al. (1997) realizaram um estudo in vivo, onde quarenta pacientes
com dentes que apresentavam canais radiculares infectados receberam, apdés o
preparo quimico mecanico, tratamento com laser de diodo de alta poténcia. A
avaliacdo por meio de testes microbiolégicos demonstrou uma maior redugéo
bacteriana no grupo irradiado com laser de diodo do que no grupo tratado apenas
com a técnica endodontica convencional.

De Souza et al. (2008) também testaram in vitro a capacidade do laser de
diodo de alta poténcia na desinfeccao da dentina apds preparo quimico e mecanico
dos canais radiculares infectados com Enterococcus faecalis. Os resultados
demonstraram 100% de desinfeccdo no grupo 1, que, apdés preparo com
instrumentos rotatérios e irrigacao com hipoclorito de sédio a 0,5% e EDTA-T a 17%,
recebeu irradiacdo com laser diodo de 830nm e poténcia de 3W.

No tratamento da superficie radicular, Friedman et al. (1998) estudaram os
efeitos da irradiagdo com laser Nd:YAG em dentes de caes. As camaras pulpares de
seis pré-molares inferiores em cada um dos dois caes foram acessadas, inoculadas
com placa bacteriana e seladas (Grupos 1 e 2). Adicionalmente, outros dois pré-
molares de cada cao foram tratados endodonticamente e obturados sem inoculacéo

de placa (Grupos 3 e 4). Apds duas semanas, as raizes foram hemiseccionadas e
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extraidas. Foram realizadas cavidades com broca nas superficies vestibular e lingual
destas raizes de forma que obtivessem areas desnudas de cemento. Nos grupo 1 e
3, as areas desnudas eram irrigadas com EDTA 15% e irradiadas com laser Nd:YAG
com fibra de 300um (0.75W, 15pps, 20s). Nos grupos 2 e 4, as areas desnudas
eram irrigadas com EDTA 15% e lavadas em solugéo salina por 20s. Em seguida, as
raizes eram reimplantadas em cinco minutos. Os caes foram sacrificados dez
semanas apds o reimplante, e, entdo, as raizes foram submetidas a analise
microscépica. Este estudo comprovou que apenas a modificacdo da superficie
radicular promovida pela irradiacdo com laser de Nd:YAG n&o inibe a reabsorgéao
inflamatéria externa. Concluiram, também, que, no tratamento de dentes
avulsionados, € mais importante direcionar os esforcos ao tratamento endoddntico
efetivo e oportuno do que somente induzir modificacdo da superficie radicular com
laser.

Kreisler et al. (2001) analisaram in vitro o efeito do tratamento de superficie
radicular com o laser de Diodo GaAlAs (810nm, tempo de 20s, 1,0W e em modo
continuo) na adesao de células do ligamento periodontal, por meio de microscopia
eletrbnica de varredura. Os autores concluiram que a irradiagédo com laser de diodo,
nos parametros utilizados, ndo promoveu efeitos adversos na adeséao celular, porém,
sugerem que novos estudos devam ser realizados para analisar a indicacdo deste
laser na descontaminagdo de bolsas periodontais, ja que ainda se mantém
questionavel o fato deste tratamento promover beneficios na formacado de um novo
tecido conjuntivo.

Theodoro et al. (2006) avaliaram in vitro a adesao de elementos sanguineos
sobre superficies radiculares irradiadas com laser de Er: YAG (7,6J/cm2 e 129

Jicm?) e laser de diodo (90J/cm? e 108J/cm?), bem como a acdo destes sobre as
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superficies radiculares em dentes humanos extraidos por doenca periodontal, que
foram previamente raspados e aplainados com instrumentos manuais. Pbde-se
concluir que nenhum tratamento proposto aumentou a adesdo de elementos
sanguineos de forma significativa quando comparado ao controle; o laser de Er:
YAG (12,9J/cm?) foi mais efetivo que o diodo (90J/cm® na adesdo e,
independentemente do parametro, promoveu alteracbes na morfologia das
superficies radiculares irradiadas, como micro rugosidades e, o laser de diodo,
dependendo do parametro utilizado, pode inibir a adesao.

Haypek et al. (2006) verificaram in vitro a interacao entre o laser de diodo de
alta poténcia (modo continuo e interrompido) e a superficie radicular, por meio da
analise de variacdo de temperatura, morfologia superficial das raizes dentarias
(microscopia eletrénica de varredura), analise de adesdo e a proliferagcdo de
fibroblastos cultivados sobre estas superficies. Os resultados comprovaram que o
uso do laser de diodo nos parametros utilizados (1,5W; 808nm; 30s com a fibra
Optica posicionada paralelamente a superficie radicular) foi seguro do ponto de vista
térmico e causou alteracoes morfoldgicas superficiais similares, independentemente
dos modos de irradiagdo. Outrossim, as superficies radiculares irradiadas foram
biocompativeis, possibilitando a adesao e a proliferacao celular.

Raldi et al. (2006) avaliaram o efeito da irradiagdo com laser Er:-YAG e laser
de diodo de alta poténcia, na adesao celular, quando aplicados em reabsorcoes
radiculares externas simuladas. Foram utilizados nove dentes humanos, recém
extraidos, que, ap6s a realizagcdo de cavidades na superficie externa da dentina
radicular, foram divididos em trés grupos experimentais: o grupo | recebeu irradiagao
com laser de diodo de alta poténcia (poténcia na saida da fibra de 1W, tempo de

10s, fibra 6ptica de 300pm e intensidade de poténcia de 796W/cm?); o grupo Il
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recebeu irradiagdo com laser Er:-YAG (energia no monitor de 60mJ e de saida de
25,2md, frequéncia de 10Hz, tempo de 10s, fibra Optica de 375um e fluéncia na
ponta da fibra de 228J/cm?) e o grupo Il (controle) ndo foi irradiado. A ades&o
celular foi em ordem decrescente: Grupo | > Grupo Il > Grupo Ill. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos irradiados com laser e o grupo controle.
Os autores concluiram que a aplicagao da irradiagdo com laser de diodo de alta
poténcia e com laser Er:-YAG, em superficies dentinarias expostas, favoreceu a
adesdo celular.

Hamaoka et al. (2009) compararam in vivo a biocompatibilidade das
superficies radiculares submetidas a quatro tipos de tratamentos antes da
implantagdo no tecido subcutdneo de ratos. Inicialmente, 48 molares humanos
recém extraidos foram preparados endodonticamente e cortados abaixo da jungéo
cemento esmalte. De acordo com o tratamento da superficie radicular antes do
implante no tecido subcutaneo, os dentes foram divididos em quatro grupos
experimentais (n=12): G1- mantidos a seco durante trés horas; G2 — mantidos a
seco por trés horas, em seguida, imersos em solucéo de fluoreto de sédio acidulado
2.4% (pH 5.5) por vinte minutos e lavagem final com soro fisiol6gico; G3 — mantidos
em soro fisioldégico por 72h; G4 — mantidos a seco por trés horas, em seguida,
irradiados com laser Nd:YAG. Os animais foram sacrificados um, sete e 45 dias
apos. De acordo com a analise qualitativa histol6gica e avaliacdo com microscopia
eletrbnica de varredura, todas as raizes dentarias foram envolvidas por capsulas de
tecido conjuntivo de espessura variavel. Em geral, o aspecto das superficies
radiculares foi similar, entretanto, nas superficies irradiadas com laser, foram
observadas fusao e resolidificacdo recobrindo os tubulos dentinarios. Assim,

concluiram que a irradiagdo da superficie radicular com o laser de Nd:YAG
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aumentou a biocompatibilidade da raiz, o0 que pode, entdo, ser uma alternativa no
tratamento da superficie radicular antes do reimplante tardio.

Raldi et al. (2010) avaliaram, por meio de cultivo celular e MEV, a capacidade
de adesdo de fibroblastos e as alteragdes estruturais ocorridas na superficie
dentinaria de reabsorcbes radiculares externas simuladas de 31 dentes
unirradiculares, apos tratamento com hidroxido de calcio, MTA e/ou irradiagédo com
laser de diodo de alta poténcia e laser Er:-YAG. Foram realizadas cavidades
padronizadas no tergo cervical de cada hemiseccéo, obtendo-se 62 amostras que
foram divididas em nove grupos: grupoi - irradiacdo com laser Er:-YAG (42mJ/pulso,
10s, 10Hz e 38J/cm?); grupo 2 - irradiacdo com laser de diodo de alta poténcia (1W,
10s, 796W/cm?); grupo 3 - preenchimento da cavidade com hidroxido de célcio e
irradiacao com laser Er:YAG; grupo 4 - preenchimento da cavidade com hidroxido de
célcio e irradiacdo com laser de diodo; grupo 5 - preenchimento da cavidade com
MTA e irradiacdo com laser de Er:YAG; grupo 6 - preenchimento da cavidade com
MTA e irradiacdo com laser de diodo; grupo 7 - preenchimento da cavidade com
hidréxido de calcio; grupo 8 - preenchimento da cavidade com MTA e grupo 9
(controle) - nenhum tratamento. Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que a
irradiacdo com os lasers Er:-YAG e de diodo, nos parametros utilizados neste
experimento, provocaram alteragées morfoldégicas nas superficies dentinarias das
reabsorcoes simuladas que favoreceram a adesdo celular; o uso do MTA nas
reabsorcdes radiculares simuladas permitiu a adesado celular, enquanto que o
hidréxido de célcio a inibiu, e a associacao dos materiais de uso endodéntico com os
lasers Er:YAG e de diodo resultou em alteracbes morfolégicas na superficie do MTA,
assim como, na do hidréxido de calcio, que interferiram, de forma discreta, na

adesao celular.
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Carvalho et al. (2012) avaliaram, por meio da andlise histométrica, os efeitos
da irradiagdo com laser de diodo de alta poténcia em superficies radiculares de
dentes de ratos, reimplantados tardiamente. Os incisivos centrais superiores direitos
de 60 ratos Wistar foram extraidos e mantidos em meio ambiente a seco durante
sessenta minutos. Por via retrograda, foi realizada a remog¢do da papila dental,
pulpectomia, preparo e preenchimento dos canais radiculares com pasta de
hidréxido de calcio. De acordo com o tratamento da superficie radicular realizado
antes do reimplante, os espécimes foram divididos em quatro grupos (n=15): G1
(controle negativo)- sem tratamento da superficie radicular; G2 (controle positivo)-
solucdo de fluoreto de sédio a 2%; G3 - irradiacao com laser diodo de alta poténcia
(810nm, modo continuo, fibra dptica de 600um, 1.5W input, 30s) e G4- irradiacao
com laser diodo com os parametros do grupo G3, mas no modo pulsado. Apéds 15,
trinta e sessenta dias do reimplante, os animais foram mortos, € as pecgas
processadas em laboratério. Os grupos irradiados com laser de diodo (G3 e G4)
obtiveram as menores médias em porcentagem das areas de reabsorcao radicular, e
nao diferiram estatisticamente entre si, razdo pela qual se conclui que o
condicionamento das superficies radiculares com laser de diodo de alta poténcia,
previamente ao reimplante tardio, reduziu a prevaléncia de reabsorcao radicular
externa. No modo continuo de irradiacdo (G3), houve a inibicdo de reabsorcao

substitutiva e anquilose.

2.2 REGENERACAO DO LIGAMENTO PERIODONTAL

Nos casos de avulsdo com reimplantes tardios, o ligamento periodontal é
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perdido, e ocorre a exposi¢cao de uma superficie desmineralizada que compromete a
adesdo de células mesenquimais, essenciais para a regeneragdo do ligamento
periodontal. Logo, o tecido conjuntivo periodontal aderido a parede alveolar, apds o
reimplante, tenderia a formar uma capsula envolvendo a raiz do dente reimplantado,
e a esperada reinsercao perpendicular das fibras coldgenas sobre a superficie
cementaria torna-se muito dificil (Lustosa-Pereira et al., 2006).

Sato et al. (2010) investigaram a proliferacdo, migracdo e morte das células
do ligamento periodontal apds o reimplante dental em ratos. Seguidos os
procedimentos de exodontia, coloragdo/marcacdo e reimplante, os ratos foram
mortos apos trés, cinco ou sete dias com intuito de investigar a proliferacdo e
caracterizar a morte celular, e o periodo de trés semanas para acompanhar a
migracdo celular. Utilizou-se o kit vermelho fluorescente PKH26 para avaliar a
migracdo dessas células aderidas a superficie radicular. As células que sofreram
apoptose foram marcadas de marrom escuro pela coloracdo de TUNEL. As células
marcadas positivamente pelo PCNA sao as células em proliferacdo e destacaram-se
com maior intensidade préximas a parede éssea alveolar nos periodos iniciais (trés e
cinco dias apds reimplante), comprovando que a regeneracdo ocorre a partir das
células remanescentes do alvéolo, em direcao a superficie radicular. Apds trés
semanas, as células marcadas estavam localizadas no meio do espago periodontal,
e nenhuma célula foi marcada sobre a raiz nem sobre o0 0sso alveolar. Isso sugere
que a camada superficial das células do ligamento aderido a superficie dos dentes
reimplantados prolifera somente no meio, e ndo se dispersa totalmente durante o
reparo periodontal apdés o reimplante. Os resultados desse estudo sugerem que
tanto a proliferacao quanto a morte celular ocorrem no ligamento periodontal apés o

reimplante visando a manutencao de um espaco regular.
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Uma das primeiras tentativas de se promover o reparo periodontal dos dentes
avulsionados foi proposta por Lam & Sae-Lim em 2004. Neste estudo, os autores
avaliaram o efeito do gel Emdogain (derivado da matriz de esmalte) sobre dentes de
macacos avulsionados e reimplantados apds serem mantidos em ambiente seco por
uma hora. O grupo C (remogédo do ligamento periodontal com pedra pomes e
reimplante tardio) teve a maior ocorréncia de reabsorgcdo substitutiva e a menor
incidéncia de completo reparo periodontal. Os grupos D, E e F, que receberam
aplicacdo do Emdogain gel na superficie radicular com ou sem a remocgédo do
ligamento periodontal (pedra pomes) e em conjungdo com o condicionamento da
superficie radicular externa antes do reimplante, também apresentaram reparo
periodontal desfavoravel, com reabsorgéo inflamatoria e substitutiva atingindo mais
de 70%. Assim, pode-se concluir que 0 Emdogain apresentou limitado efeito indutor
sobre as células remanescentes do ligamento periodontal da parede alveolar,
embora isso pudesse ser diferente se o ambiente local da superficie radicular
pudesse ser modulado com hidréxido de calcio para intensificar a acao terapéutica
da proteina da matriz de esmalte na regulacéo da regeneracao periodontal, ao invés
de ter obturado os canais previamente com guta percha.

O termo regeneracao é definido como a reconstrucao da perda de tecidos
injuriados de modo que as estruturas originais e sua funcao sejam completamente
restaurados, e envolve uma cadeia de eventos biolégicos que inclui o recrutamento
(migragao) de células do tecido conjuntivo do ligamento periodontal para o sitio a ser
cicatrizado (superficie radicular), a adesao dessas células, seguida de proliferacao e
diferenciacdo em outras células (osteoblastos e cementoblastos) e a sintese de
componentes do tecido conjuntivo, de forma a promover a reinsercao de fibras de

colageno no cemento e osso alveolar neoformados (Bartold & Raben, 1996;
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Murakami, 2011; Ramseier et al., 2012). Esse processo € coordenado por
mediadores das proprias células envolvidas no processo de reparagao (macrofagos,
leucécitos, linfocitos e fibroblastos). Devido ao envolvimento de uma grande
variedade de células neste processo, uma complexa interacdo entre estas €
mediada pela liberagao local de citocinas (Bartold & Raben, 1996).

Varios estudos tém investigado a acgado de citocinas recombinantes
associadas ou ndo a outras substancias biomodificadoras ou bioestimuladoras na
terapia de regeneracao periodontal. Dentre elas, destacam-se as seguintes: o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento transformador
beta (BTGF), a proteina déssea morfogenética (BMP), o fator de crescimento de
insulina (IGF) e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (Nevins et al., 20083;
Miyaji et al., 2010; Kitamura et al., 2011; Murakami, 2011).

Os FGFs sédo encontrados em diversos tecidos do organismo (conjuntivo,
periodontal, 6sseo), unindo-se aos mesmos receptores, atuando como quimiotaticos
e coordenando a mitose de células endoteliais e de uma variedade de células
mesenquimais, com a inclusdo de fibroblastos, osteoblastos, condrocitos e células
musculares lisas (Callens, 1997).

Estudos prévios tém demonstrado que as solucdes puras de FGF in vivo
perdem rapidamente a sua atividade bioldgica funcional, principalmente devido a
perda por difusdo e/ou a inativagdo/degradacao enzimatica. Contrariamente, quando
os FGFs sdo absorvidos ou encapsulados com outros materiais, o risco de
degradacao é minimizado, com a garantia da sua atividade biol6gica. Esses veiculos
podem ser na forma de hidrogel, matrizes porosas de polimeros sintéticos ou
naturais ou nano e microparticulas (Yun et al., 2010).

Takayama et al. (2001) observaram o efeito topico da aplicacdo de FGF-2 em
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defeitos Il criados cirurgicamente em macacos machos. Em um grupo, utilizou-se
somente o carreador/veiculo; no segundo e no terceiro grupo aplicou-se sobre os
defeitos um veiculo gelatinoso (hidrogel biodegradavel) contendo 0,1% FGF-2 e
0,4% de FGF-2, respectivamente; no grupo controle os defeitos ndo receberam
nenhum tipo de tratamento. Os animais foram sacrificados apds oito semanas e
analisados histologicamente. Os resultados mostraram que, nos sitios tratados com
FGF-2, houve significante regeneragcédo periodontal (principalmente o grupo com
0,4% FGF-2) em relagdo ao grupo controle, o que comprova a importancia da
associagdo de uma matriz gelatinosa como carreador dos FGF. Nao foram
visualizadas reabsorcdes radiculares, anquilose e diminuigdo do crescimento
epitelial nas areas tratadas com o FGF-2 recombinante.

Murakami et al. (2003) avaliaram o efeito da utilizacao do 0,1% de FGF (30ug/
site) associado a uma matriz gelatinosa como veiculo, ou apenas o uso da matriz
Gelatinosa sobre defeitos classe |l criados na furca de caes beagle. Os autores
constataram que a aplicacado tépica de FGF-2 em defeitos 6sseos induzidos em
caes, além de estimular a neoformagcdo 6ssea do ligamento periodontal e do
cemento, inibiu a recessao do epitélio gengival e o desenvolvimento de reabsorcao
radicular e anquilose. Ademais, nas superficies tratadas apenas com a matriz
gelatinosa ndo observaram tal neoformacao.

Posteriormente, em um estudo duplamente randomizado em 253 pacientes
com doencga periodontal, os autores verificaram que a porcentagem da formacao
Ossea foi significativamente superior em todas as concentracoes de FGF-2 testadas
(0.2%, 0.3% e 0,4 %), quando comparadas com 0 grupo que sb recebeu o veiculo.
Segundo os autores, os resultados desse estudo sugerem fortemente que a

aplicacao topica de FGF-2 pode ser eficaz na regeneracado do tecido periodontal
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humano que foi destruido através da periodontite (Kitamura et al., 2011).

Com o desenvolvimento da terapia de regeneracao periodontal, surge uma
nova perspectiva para o tratamento dos dentes avulsionados (Wang et al., 2010;
Assuncao et al., 2011). Poucos estudos, contudo, avaliaram a acdo de fatores de
crescimento de fibroblastos no reparo periodontal de dentes reimplantados.

Sae-Lim et al. (2004) realizaram um estudo com o intuito de avaliar
histologicamente o efeito do FGF-b no processo de reparo apds o reimplante de
dentes de macacos. Os dentes foram reimplantados apdés uma hora expostos ao
ambiente seco, sendo o alvéolo preenchido com 0.1ml de Solugcdo de FGF-b
recombinante (400pg/ml) com ou sem cola de fibrina. No grupo controle negativo, os
dentes foram reimplantados imediatamente e como grupo controle positivo, dez
dentes ficaram uma hora a seco e reimplantados sem tratamento da superficie
radicular. Concluiram que, embora estatisticamente insignificante, a aplicacéao tépica
do FGF-b associado a matriz de fibrina melhorou a ocorréncia de reparo completo e
regeneracao periodontal.

Sato et al. (2004) examinaram os efeitos do FGF-2 na regeneragdo do
cemento e do ligamento periodontal em cavidades simuladas na superfice radicular
de dentes de caes beagle. Ap6s raspagem, remocao de placa, preparo e obturacao
do canal radicular, foram extraidos molares superiores e inferiores. Utilizaram-se
brocas para realizacao de cavidades de 3mm no terco médio das raizes, seguido da
irrigacdo com solucdo salina. Antes do reimplante, foi aplicado sobre a superficie
radicular desses dentes 25ul de gel de colageno contendo 0,1; 1,0; ou 5,0ug de
FGFb recombinante humano ou apenas o veiculo isoladamente. A analise
histoldgica revelou que apo6s quatro semanas havia fibras esparsas aderidas ao

cemento, mas, apdés oito semanas foi demonstrado que a adicdo de FGFb nas
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concentragdes utilizadas intensificaram a neoformacédo de cemento e aumentou o
namero de fibras aderidas, com a indicagcdo de que houve uma intensificagédo da
regeneracao periodontal.

Seshima et al. (2010) avaliaram o efeito do fator de crescimento de fibroblasto
recombinante (FGF2) sobre dentes reimplantados. Foram reimplantados pré -
molares de dez caes. As raizes foram divididas em segmentos A — terco médio
cervical (raspagem do ligamento periodontal com curetas) e B — tergco médio apical
(Sem remocéao do LP, apenas irrigagdo com solugédo salina). Os dentes do lado
esquerdo da mandibula (grupo experimental) receberam aplicagdo de FGF-2 +
matriz de Hidroxipropilcelulose antes do reimplante, enquanto nos dentes do lado
direito da mandibula (grupo controle) ndo receberam tratamento da superficie
radicular. Apdés duas, quatro ou oito semanas, os animais foram mortos e os
espécimes coletados e processados para avaliacdo histopatolégica. Os resultados
mostraram que o FGF2 promoveu a formacdo de novo ligamento periodontal,
preveniu a anquilose e a reabsorcao radicular.

Assuncao et al. (2011) testaram o potencial regenerativo de alguns produtos
biolégicos sobre os tecidos periodontais posterior ao reimplante de dentes de caes.
Apoés extracdo, os dentes ficaram trinta minutos e foram reimplantados envolvidos
com os seguintes materiais: Nenhum (controle); PPP (Plasma pobre em plaqueta);
PRP/Ca (Plasma rico em plagueta ativado por cloreto de calcio); PRP/Thr/Ca
(Plasma rico em plaqueta ativado por calcio e trombina); BMMCs/PRP/Ca (Célula
mononuclear da medula 6ssea ativada por calcio). Apés 120 dias do reimplante, as
analises histoldgicas, histomorfométrica e imuno-histoquimica sugeriram que as
plaquetas ativadas com Trombina tiveram um papel importante na reducdo de

reabsorcao substitutiva, além de favorecer um reparo tecidual, devido a presenca de
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grandes concentragbes de fatores de crescimento. Entretanto, sugerem novos
estudos para testar outros materiais, uma vez que PRP/Ca nao representou uma
matriz adequada para as células indiferenciadas no tratamento dos dentes
avulsionados.

Zhou et al. (2012) avaliaram a regeneracao do ligamento periodontal apos a
aplicacdo de camadas celulares fabricadas por uma técnica comum de cultura sobre
dentes de caes avulsionados. Apds tratamento endoddntico, as raizes foram
envolvidas com as camadas celulares produzidas pela cultura de fibroblastos
provenientes de ligamento periodontal autélogo e reimplantadas (grupo
experimental), diferindo do grupo controle que ndo recebeu tais camadas celulares
antes do reimplante. Os animais foram sacrificados apés oito semanas e analisados
histologicamente. O grupo experimental apresentou uma maior ocorréncia de reparo
periodontal favoravel (88,4%) do que o grupo controle (5,3%). A regeneragdo do
cemento e ligamento periodontal foi observada no grupo experimental, e os tecidos
regenerados apresentaram alta expressao de colageno tipo |, tipo Il e de

fibronectina.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de reabsor¢des radiculares
externas e o reparo periodontal em dentes de ratos reimplantados tardiamente, ap6s
condicionamento das superficies radiculares com laser diodo de alta poténcia,

associado ou n&o a utilizagao do fator basico de crescimento de fibroblasto.
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4 METODOLOGIA

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados incisivos superiores direitos de cinquenta ratos (Rattus
norvegicus albinus) da raca Wistar, com dez semanas de idade e peso corporal
entre 250 e 300g. Os animais foram mantidos em gaiolas identificadas de acordo
com o grupo experimental, em temperatura ambiente, alimentados com agua e racao
ad libitum fornecidos pelo biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos- UNESP.

Esta pesquisa foi realizada de acordo com os principios éticos para
experimentacdo em animal e foi aprovado pelo Comité de Etica para

Experimentacao Animal da UNITAU (protocolo CEUA/UNITAU 004/11) (Anexo A).

4.2 INTERVENCAO CIRURGICA

Os animais foram anestesiados com uma associacao de cloridrato de xilazina
(Anasedan-Agribrands do Brasil Ltda, Paulinia,SP, Brasil) e cloridrato de ketamina
base (Dopalena-Agribrands do Brasil Ltda, Paulinia-SP, Brasil) por via peritoneal. A
dose de ketamina foi de 25mg/kg de peso e de xilazina de 10mg/kg de peso
(Carvalho et al., 2012). O peso corporal dos ratos variou em torno de 250 a 300 g.

Assim, a quantidade de ketamina variou de 6,25 a 7,5mg e a de xilazina entre 2,5 a
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3mg. A anestesia foi realizada com o auxilio de uma seringa descartavel para
insulina.

AplGs a anestesia, foi realizada a antissepsia da por¢do anterior da maxila
com Chlorohex (solucéo de clorexidina a 2%- Ceras Johnson Ltda, Jacarepagua-RJ,
Brasi), sindesmotomia, luxacdo e extragcdo do incisivo superior direito, simulando
uma avulsdo dentaria. Para o procedimento de sindesmotomia e luxacéo, foi
utilizada uma lamina de bisturi 11, e para extracdo dentaria foi utilizado o porta
agulha Mathieu (Wilcos do Brasil Industria e Comércio Ltda., Petropolis-RJ, Brasil)
(Figuras 1a e 1b).

Ap6s a extracdo dos dentes, cada animal recebeu uma identificacdo na
cauda, para que, posteriormente, os dentes pudessem ser reimplantados em seus
respectivos alvéolos (Figura 1¢).Com a finalidade de potenciar o efeito anestésico e
reduzir a sintomatologia dolorosa durante e ap6s os procedimentos cirurgicos, 0s
animais foram medicados com 0,02 ml de cloridrato de tramadol (Tramal®) diluidos

em agua, 24 horas antes e ap0s 0 experimento.
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Figura 1 — Procedimento de exodontia: (a) sindesmotomia; (b) extracdo com porta agulha de
Mathieu; (c) animal identificado pela cauda; (d) dente extraido e exposto ao meio ambiente

4.3 DIVISAO DOS GRUPOS

O célculo amostral foi embasado em estudos da literatura, sugerindo um n=10
amostras.

Desta forma, os cinquenta espécimes foram aleatoriamente divididos em
cinco grupos com dez animais cada, a saber:

Grupo 1 (C+) - ap6s a exodontia, foi realizada a irrigagéo do alvéolo com soro,
e, em seguida, os dentes foram reimplantados imediatamente com o0s
remanescentes do ligamento periodontal (controle positivo).

Grupo 2 (C-) - os dentes extraidos permaneceram expostos em meio
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ambiente a seco, presos através de suas coroas em uma lamina de cera rosa n° 7,
por um tempo de sessenta minutos, simulando a condicdo de reimplante tardio
(Figura 1d). Apds este periodo, os dentes foram reimplantados sem irradiagdo da
superficie radicular externa e sem nenhum tipo de tratamento para reparacao
periodontal (controle negativo).

Grupo 3 (LA / Laser de alta poténcia) - os dentes extraidos permaneceram
expostos no mesmo ambiente a seco por um tempo de sessenta minutos. Decorrido
esse periodo, as papilas dentarias foram excisionadas com uma lamina de bisturi n®
11 para a exposi¢cédo do canal radicular e a polpa removida via retrégrada, com limas
Flexofile #15 (Figura 2a)(Dentsply-Maillefer Instruments S.A., Ballaigues-Suica),
ligeiramente pré-curvadas. Os canais radiculares foram preparados com limas
Flexofile #20 e 25 e solucao de hipoclorito de sédio a 1% (Famarcia Formula & Agéo,
Sao Paulo-SP), e, posteriormente, irrigados com solugdo de EDTA-T ( Faméarcia
Formula & Acado, Sao Paulo-SP) por trés minutos, aspirados com canula 30x4 e
secos com cones de papel absorvente esterilizados. Em seguida, os canais
radiculares foram preenchidos com pasta de hidroxido de calcio veiculada em
polietilenoglicol (Calen — S.S White Artigos Dentérios Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) (Figura 2b). Os espécimes receberam tratamento da superficie radicular
externa irradiados com laser de diodo de alta poténcia (Tera Surgery -protétipo- da
DMC equipamentos Ltda, Sao Carlos -Brasil) com comprimento de onda de 810nm,
no modo continuo, fibra éptica de quartzo de 600um, feixe de luz guia de diodo
vermelho de 650nm, 1,5W de poténcia input (monitor). A irradiagao foi realizada com
movimentos de varredura, com a fibra 6ptica posicionada na angulagéo de 45° em
contato com a superficie radicular, por um tempo de trinta segundos, sendo dez

segundos para as faces proximais e cinco segundos para as faces vestibular e
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lingual, totalizando 45J de energia dispensada (Carvalho et al., 2012) (Figuras 2c ,
2d e 3).

Grupo 4 (FGF) - os canais radiculares foram preparados e preenchidos com a
pasta de hidréxido de célcio da mesma forma que no grupo anterior. Como
estimulador da regeneracdo periodontal, foi utilizado o fator de crescimento de
fibroblastos 50ug FGF-2 gel (Peprotech INC, Rocky Hill, NJ, USA) na concentragao
de 0,2% em gel de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) a 3% (Farméacia de
manipulagdo Terapéutica, S&do José dos Campos- SP, Brasil) (Figura 4a). Foi
aplicado o gel na superficie radicular palatina e no interior do alvéolo dental de cada
espécime (Figuras 4b, 4c e 4d).

Grupo 5 (LA + FGF) - os espécimes receberam preparo dos canais
radiculares e tratamento de superficie radicular com laser diodo de alta poténcia com
0s mesmos parametros do grupo 3. Em seguida, para o tratamento da regeneracéo
periodontal, foi aplicado na superficie lingual e no alveolo o fator de crescimento de
fibroblastos 50ug FGF-2 gel + gel de HPMC da mesma forma que no grupo 4.

Vale ressaltar que ap6és o preparo dos canais radiculares e antes dos
respectivos tratamentos da superficie radicular, o ligamento periodontal aderido a
raiz foi removido pela friccdo com uma gaze embebida em hipoclorito de sédio a 1%

e, em seguida, lavada com solugao salina.
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Figura 2 - Preparo do dente e reimplante: (a) remogao da polpa dental; (b) preenchimento do
canal radicular com pasta de hidréxido de calcio e polietilenoglicol; (c) irradiacdo da
superficie radicular; (d) reimplante dental

Figura 3 - Equipamento Laser de Diodo de alta
poténcia utilizado para irradiagdo da superficie
radicular nos grupos LA e LA+FGF
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A

Figura 4 - Tratamento para indugéo da regeneracao periodontal: (a) fator de crescimento de
fibroblasto utilizado (FGF-2); (b) e (c) aplicacdo do FGF-2 na superficie radicular; (d)
aplicagéo do FGF-2 no alvéolo

4.4 REIMPLANTE DOS DENTES

ApGs os tratamentos realizados, os alvéolos dos animais foram irrigados com
solugéo fisiolégica e, com o auxilio de uma pinga hemostética curva, os dentes foram
reimplantados em seus respectivos alvéolos.

Nenhum tipo de contencao foi utilizado e todos os animais receberam dose
Unica de 24.000U.l. de Pentabidtico pequeno porte (Benzilpenicilina benzatina-
12.000 Ul Benzilpenicilina procaina- 6.000 Ul, Benzilpenicilina potassica- 6.000Ul,
Sulfato de Diidroestreptomicina- 5mg, Sulfato de Estreptomicina- 5mg) (Fort Dodge

Saude Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil), por via intramuscular.
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Nas primeiras doze horas pré e pos-operatérias, 0s animais receberam
apenas agua. Apds, a alimentagédo foi com ragéo triturada por um periodo de 15

dias.

4.5 ANALISE RADIOGRAFICA

Apos o periodo de sessenta dias, os animais foram anestesiados e
eutanasiados por superdose de anestésico. A maxila foi separada da mandibula, em
seguida foi realizada uma incisdo mediana no palato (lamina de bisturi n® 15) e um
corte com uma tesoura préxima da face distal de molares, o que possibilitou a
obtencéo da pega com o incisivo superior direito.

Para a obtencéo das imagens radiogréficas, foi utilizado o aparelho de raios X
Spectro 70x Seletronic (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), operando com
70kVp e 8mA. A distancia foco-filme foi de 20cm, com incidéncia perpendicular ao
plano filme. O tempo de exposi¢cdo em 0,25s foi selecionado baseado em estudo
piloto.

As imagens foram obtidas com o sistema de radiografia digital direta Kodak
RVG 6100 por meio do sensor de RVG n° 1, com area ativa de 30X40mm.

Sobre cada placa optica eram colocadas as duas hemimaxilas de cada
animal, sendo uma com o dente reimplantado e a outra com o dente homdlogo
normal.

Para a padronizacdo das imagens digitais, um dispositivo permitiu a fixacao
do sensor sempre numa mesma posicao, assim como o controle da distancia e do

angulo de incidéncia dos raios X (Figurab).
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X — Ray sensor
Kodak RVG 6100 n° 1 (30X40mm)

Figura 5 - Padronizagdo das tomadas radiograficas: dispositivo para controle da distancia e
do angulo de incidéncia, fixagdo do sensor e pecas contendo o dente reimplantado e o
homélogo posicionados sobre o sensor

Apos a digitalizagéo, realizou-se a padronizagdo do contraste e brilho das
imagens com software sistema de imageologia intraoral Kodak RVG 6100 e estas
foram arquivadas no formato TIF.

Em seguida, as imagens foram analisadas no programa Image-Pro Plus 7.0
(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Com o auxilio desse programa, para cada
espécime, foram demarcados o numero de areas de reabsorcdo e a porcentagem

dessas areas com relacdo a area total do dente (Figuras 6a e 6b).
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Figura 6 — Célculo das areas de reabsorcdo externa (em mm?) com o programa Image-Pro
Plus 7.0: (a) delimitacdo e determinagdo da area total do espécime (opgédo outline); (b)

delimitacdo e célculo de todas as areas de reabsorgao (opgao filled)
Os dados foram exportados para o programa Excel, e, para cada espécime,

foram calculadas as porcentagens de reabsorcdo radicular em relacdo a area total
do dente.

Por fim, foram determinadas as médias do numero de focos de reabsorcao e

da porcentagem das areas de reabsorcao radicular para cada grupo experimental.
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4.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As pecas obtidas foram fixadas em formol 10% por sete dias. Apds, foram
lavadas por 24h em agua corrente e desmineralizadas em solugédo de 100g EDTA
(acido etilieno diamino tetracético), 10g de hidroxido de sédio P.A. e agua destilada
em quantidade suficiente para completar um litro. Esta solucdo de EDTA a 10% foi
trocada a cada trés dias, até que uma agulha fina pudesse ser introduzida no dente
sem algum tipo de resisténcia . Em seguida, as pegas foram submetidas ao
processamento histotécnico, incluidas em parafina e por meio de um micrétomo
rotativo (modelo 297, ANCAP, Sado Paulo, SP-Brasil) foram realizados cortes
seriados no sentido longitudinal (vestibulo lingual) com 6um de espessura até que se
esgotasse o bloco de parafina. As laminas entdo produzidas recebiam de forma
intercalada as coloragbes pela técnica da Hematoxilina e Eosina (H. E.), e a outra
parte corada com o Picrosirius red (Direct red 80- Sigma-Aldrich - Brasil Ltda, Sao

Paulo, SP- Brasil) para a analise quantitativa das fibras colagenas.

4.7 ANALISE HISTOLOGICA

4.7.1 ANALISE DESCRITIVA DOS EVENTOS HISTOLOGICOS

A analise histolégica foi realizada com auxilio de microscopio de luz

(microscépio Optico binocular Axiostar Plus, Carl Zeiss, Zena- Alemanha), onde

somente a face lingual da raiz foi considerada para tal analise, pois o dente do rato

apresenta a quantidade mais representativa de ligamento periodontal nesta face.
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Para cada espécime, foram analisados dez cortes histolégicos corados com HE, e se
observou no aumento de cinquenta vezes a presenga dos seguintes eventos
histologicos:

Reabsorgao Inflamatéria - lacuna de reabsorgéo na superficie radicular com
presenca de células inflamatdrias na area.

Reabsorcao Substitutiva -lacuna de reabsorcao na superficie radicular
associada a substituicao por tecido 6sseo. Anquilose - areas com auséncia do
espago periodontal, em que foi apresentado o contato direto entre a superficie

radicular e o tecido 6sseo adjacente.

4.7.2 ANALISE DOS EVENTOS HISTOLOGICOS POR MEIO DE ESCORES

A ocorréncia de reabsorcoes inflamatorias, substitutivas e anquilose foi
analisada por tercos e registrada numa tabela, onde foram entdo atribuidos os
seguintes escores:

Escore 0 = Ausente

Escore 1 = Presenca Leve - até 1/3 (33%)

Escore 2 = Presenca Moderada - de 1/3 a 2/3 (33 a 66%)

Escore 3 = Presencga Severa — mais que 2/3 (>66%)

Para a analise do processo de reparo periodontal foram avaliadas as
caracteristicas do tecido conjuntivo formado no espaco periodontal e a reinsercao
das fibras periodontais a superficie radicular externa. Foram estabelecidos, também,
escores de acordo com as caracteristicas encontradas.

Para a analise das caracteristicas do Tecido Conjuntivo foram considerados:
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Escore 0 — tecido conjuntivo ausente
Escore 1 - Para tecido conjuntivo Delgado/ Desorganizado
Escore 2 — Presenca de tecido conjuntivo Espesso/Organizado;

Quanto a Reinsercao das fibras do ligamento periodontal (LP) considerou-

se:
Escore 0 - Fibras do LP ausentes
Escore 1 — Fibras do LP n&o inseridas ao cemento
Escore 2 - Fibras do LP reinseridas ao cemento
Todas essas analises foram executadas pelo mesmo examinador
devidamente treinado, que desconhecia a qual grupo os cortes histologicos

pertenciam.

4.7.3 ANALISE QUANTITATIVA DAS FIBRAS COLAGENAS

Para uma parte das laminas foi utilizada a coloracdo pelo Picrosirius Red
(totalizando cinco cortes histolégicos mais representativos), com a finalidade de
avaliar a porcentagem das fibras coldgenas espessas presentes no ligamento
periodontal dos referidos cortes.

Cada corte foi analisado sob microscopia de polarizacdo, com a utilizacdo de
aumento de quatrocentas vezes, em campos referentes aos tercos cervical, médio e
apical , as imagens digitais foram salvas imagens digitais de maneira que toda a
extensdo do ligamento periodontal fosse fotografada, no formato JPEG para
posterior leitura no programa Image- Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics, Silver Spring,

EUA).
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Com o Image Pro Plus, a &rea de cada imagem foi medida automaticamente
por diferencial colorimétrico. O analisador fornece ao sistema o padrao de cor a ser
quantificado, e o sistema identifica a cor, preenche a area de interesse e processa a
mensuragao (Figuras 7, 8 e 9).

Os dados foram exportados para o programa Excel e, para cada corte, foram
calculadas as porcentagens das fibras colagenas naquela determinada area. As

médias das porcentagens de todos os dentes de cada grupo foram entédo calculadas.
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Figura 7 — Foto representativa do sistema de analise de imagens, demonstrando um campo
microscopico contendo fibras colagenas polarizadas, utilizando objetiva de 40X (Programa
Image-Pro Plus 7.0)
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Na analise radiogréfica, para a comparagao do valor das médias (percentuais)
das areas de reabsorcdo entre os grupos experimentais e controles foi utilizado o
teste estatistico de Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5%. Para a
comparacgdo do valor das médias dos numeros das areas de reabsor¢cdo entre 0s
grupos, foi o utilizado o teste ANOVA, com nivel de significancia de 5%.

Para a andlise dos eventos histolégicos por meio de escores, bem como para
a comparacao do valor das médias de fibras colagenas coradas pelo método de
coloracédo Picrosirius Red, o teste estatistico utilizado foi o de Kruskal-Wallis com
nivel de significancia de 5%. Quando este teste indicou diferenca estatisticamente

significante, o teste de Dunn foi utilizado para comparagdes individuais.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE RADIOGRAFICA

Os resultados da porcentagem e do niumero de areas de reabsorgao radicular
de cada espécime com suas respectivas médias e desvio padrao nos diferentes
grupos experimentais e controles, estao expressos na tabela 1.

As comparacdes dos valores das médias (%) das reabsor¢des radiculares
entre os grupos estdo expressos na figura 10.

A comparacao do valor das médias dos numeros das areas de reabsorcao
entre 0s grupos experimentais e grupos controles estdo expressos na figura 11.

Os dados originais desses testes estatisticos estdo representados nos

apéndices A e B.

Tabela 1 — Resultados das porcentagens e nimeros das areas de reabsorcao radicular e
desvio padrao nos diferentes grupos experimentais e controles

c* C LA FGF LA + FGF
Dente [ o N° de % N° de % N°de % N’ de %  N°de
area areas area areas area areas area areas area areas
1 0,64 1 3,33 3 1,16 4 5,06 3 0,41 1
2 1,11 3 1,24 2 1,50 3 4,7 3 1,09 2
3 0,74 2 6,95 5 0,84 1 1,06 2 0,57 1
4 3,80 3 1,83 4 3,48 1 4,39 4 0,77 1
5 0,46 1 1,92 6 1,30 1 5,98 2 1,53 1
6 0,47 2 4,45 5 0,00 0 2,78 2 1,2 2
7 0,94 2 9,14 3 1,19 3 3,47 4 0,8 2
8 0,00 0 2,70 4 1,07 2 0,73 2 1,35 2
9 1,13 3 1,15 3 0,80 1 1,31 2 1,08 2
10 1,02 2 5,59 5 0,30 1 1,46 2 1,05 1
Média | 1,03 1,89 | 3,83 4 1,16 1,70 | 309 26 | 099 15
DV 1,03 099 | 268 125 | 093 125 | 1,89 084 | 035 053
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Figura 10 — Comparacao das médias (%) das areas de reabsorcao entre os grupos e
resultados da analise estatistica pelo teste Kruskal-Wallis. *Letras diferentes indicam
diferencga significante ( p < 0.05)
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Figura 11 — Comparacdo das médias dos numeros das &reas de reabsorcao entre os
grupos experimentais e controles, e resultados da andlise estatistica pelo teste ANOVA.
*Letras diferentes indicam diferenca significante (p < 0.05)
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A porcentagem de areas reabsorvidas foi em ordem decrescente: C- > FGF >
LA > C+>LA+FGF.

O grupo experimental que apresentou a menor porcentagem de area de
reabsorcao foi o Grupo LA + FGF, que nao diferiu estatisticamente do Grupo C+. Os
grupos LA e FGF nao diferiram estatisticamente entre si, e obtiveram menores areas
de reabsorg¢édo do que o grupo controle negativo C-.

Considerando a quantidade de numeros de areas reabsorvidas, os resultados
foram em ordem decrescente: C- > FGF > C+ > LA > LA+FGF. O grupo controle
positivo (C+) e os grupos experimentais (LA, FGF, LA + FGF) apresentaram
menores numeros de areas de reabsor¢cdo do que o grupo controle negativo (C-)
inclusive com diferenga estatisticamente significante.

Nas figuras 12, 13, 14, 15 e 16, foram selecionadas as imagens radiograficas
representativas dos elementos dentais reimplantados (a) e o dente homdlogo (b) de

cada grupo avaliado.

Figura 12 — Imagem radiografica representativa das areas de
reabsorcdo do elemento dental do grupo controle (C+) e seu
homologo
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Figura 13 — Imagem radiografica representativa das areas de

reabsorcdo do elemento dental do grupo controle (C-) e seu
homdélogo

ol /
Figura 14 — Imagem radiogréfica representativa das &reas de
reabsorcao do elemento dental do grupo irradiado com laser de alta
poténcia (LA) e seu homoblogo
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Figura 15 — Imagem radiogréfica representativa das é&reas de
reabsorcdo do elemento dental tratado apenas com fator de
crescimento de fibroblastos e seu homologo (Grupo FGF)

Figura 16 — Imagem radiografica representativa das areas de
reabsorgcao do elemento dental tratado com laser de alta poténcia e
fator de crescimento de fibroblastos e seu homélogo (Grupo LA +
FGF)
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5.2 ANALISE HISTOLOGICA

5.2.1 ANALISE DESCRITIVA DOS EVENTOS HISTOLOGICOS

Durante o processamento histolégico, treze animais foram perdidos (group
C+: trés, C-:2, LA: 3, FGF:2, LA+FGF:3), o que resultou na reducdo do tamanho da
amostra total para 37, e o numero de espécimes para cada grupo ( C+= 7, C-= 8,
LA=7, FGF= 8, LA+FGF= 7). A despeito dessas perdas, 0 numero de espécimes por
grupo ficou entre sete e dez, o que €& consistente com o numero de espécimes
utilizados em outros estudos que investigaram reimplante dental em animais (Lam &
Sae-lim, 2004; Saito et al., 2011).

Os resultados obtidos foram descritos, apds a andlise qualitativa por tercos de
cada corte histoldgico, onde as seguintes estruturas foram observadas: ligamento
periodontal, superficie radicular, tecido conjuntivo adjacente e parede Ossea
alveolar.

Grupo C+ (controle positivo)

A superficie radicular, na maioria dos espécimes, apresentou auséncia de
reabsorcao inflamatéria, substitutiva e anquilose.

O tecido conjuntivo adjacente apresentou-se espesso e organizado, com
auséncia de células inflamatérias. O ligamento periodontal exibiu fibras reinseridas,

com disposicao perpendicular a superficie radicular (Figura 17).
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Figura 17 — Cortes representativos do grupo C+ (G1): (a) Auséncia de reabsorcao
inflamatoria, substitutiva e anquilose. Aumento 50X; (b) Aumento 100 X; (c) Reinsercéao
perpendicular das fibras ao cemento, aumento 400X; (d) Tecido conjuntivo espesso e
organizado. Aumento 50X

Grupo C- (controle negativo)

Em quase todos os espécimes, o cemento e a dentina encontraram-se
reabsorvidos, com presenca de células inflamatérias ou substituidos por tecido
0sseo, e a superficie radicular apresentando, em muitos pontos, contato direto com o
tecido 6sseo adjacente (anquilose).

O espacgo do ligamento periodontal encontrou-se em grande parte da raiz
preenchido por tecido 6sseo.

O tecido conjuntivo apresentou-se desorganizado e afastado, e as fibras do

ligamento periodontal, quando presentes, apresentavam-se finas e dispersas, sem

reinsergao a superficie radicular (Figura 18).
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Figura 18 — Cortes representativos do grupo C- (G2): (a) Extensas areas de reabsorcao
substitutiva e superficie radicular apresentando em vérios pontos, contato direto com o
tecido 6sseo adjacente (anquilose). Aumento 50X; (b) Extensas areas de reabsorcao
inflamatéria (50X); (c) Reabsorcao inflamatéria (200X); (d) Extensas areas de reabsorcao
substitutiva e anquilose e auséncia de fibras do ligamento periodontal (Objetiva 100X)

Grupo LA (Laser de alta poténcia na superficie radicular)

Em apenas um espécime foram observadas pequenas areas reabsorvidas
com substituicdo por tecido 6sseo e a superficie radicular apresentando contato
direto com o0 osso adjacente (anquilose). O cemento e a dentina encontraram-se
reabsorvidos, com presenca de células inflamatérias, em dois espécimes. Os
demais, ndo apresentaram reabsorgao da superficie radicular.

O tecido conjuntivo adjacente apresentou-se espesso e organizado, com

auséncia de células inflamatérias em quase todos os espécimes. O ligamento

periodontal exibiu fibras esparsas e afastadas da superficie radicular (Figura 19).
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Figura 19 — Cortes representativos do grupo LA (G3): (a) e (b) Auséncia de reabsorcéao
inflamatéria, substitutiva e anquilose (Aumento 50X); (c) Tecido conjuntivo espesso e
organizado, porém, com fibras do ligamento periodontal afastadas da superficie radicular
(200X); (d) Areas de reabsorgdo da superficie radicular com presenca de células
inflamatérias (100X)

Grupo FGF (Fator de crescimento de fibroblastos)

Em algumas éareas, o cemento e a dentina encontraram-se reabsorvidos, com
presenga de células inflamatérias ou substituidos por tecido 6sseo e a superficie
radicular apresentando contato direto com o tecido ésseo adjacente (anquilose).

Muitos espécimes apresentaram o tecido conjuntivo delgado e desorganizado

com auséncia de fibras do ligamento periodontal. Quando estas fibras eram

presentes, ndo estavam reinseridas a superficie radicular (Figura 20).
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Figura 20 — Cortes representativos do grupo FGF (G4): (a) Auséncia de reabsorcao
inflamatoéria, substitutiva e anquilose. Tecido conjuntivo organizado e espesso, mas, sem
reinsergcdo das fibras do ligamento periodontal (Aumento 50X); (b) Areas de reabsorgao
substitutiva (50X); (c) e (d) Extensas areas de reabsorgao substitutiva, anquilose e auséncia
de fibras do ligamento periodontal (100X)

Grupo LA + FGF

Em algumas éareas, o cemento e a dentina encontraram-se reabsorvidos, com
presenca de células inflamatérias ou substituidos por tecido ésseo e a superficie
radicular apresentando em alguns pontos, contato direto com o tecido 6sseo
adjacente (anquilose).

Na maioria dos espécimes, o tecido conjuntivo adjacente apresentou-se
espesso e organizado. Notou-se a presenca de fibras do ligamento periodontal em
todos os espécimes, e em duas, estas apresentaram-se reinseridas, com disposicao

perpendicular a superficie radicular (Figura 21).
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Figura 21 — Cortes representativos do grupo LA/FGF(G5): (a) auséncia de reabsorcao
inflamatéria, substitutiva e anquilose (Aumento 50X); (b) presenga de anquilose (50X); (c)
presenca de fibras do ligamento periodontal reinseridas ao cemento (200X); (d) tecido
conjuntivo organizado e espesso (100X)

5.2.2 ANALISE DOS EVENTOS HISTOLOGICOS POR MEIO DE ESCORES

Nesta analise, foram atribuidos escores aos eventos de reabsorgcéao
inflamatoria, por substituicdo e anquilose. Na tabela 2, estes escores foram descritos
de acordo com sua frequéncia.

A figura 22 apresenta um grafico ilustrando a comparagdo desses eventos
histoldgicos entre os grupos.

Os dados originais desse teste estatistico estao expressos nos apéndices C,

DekE.
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Tabela 2 - Frequéncia dos escores atribuidos aos eventos histolégicos de acordo com cada
rupo experimental e controle

0- Ausente 6 4 6 5 3
Reabsorcao 5
1- Até 1/3 1 0 0 2 2
por
2-De 1/3a2/3 0 0 1 0 2
Substituigao )
3 -Mais de 2/3 0 4 0 1 0
0- Ausente 4 3 6 6 4
Reabsorcao 1- Até 1/3 3 0 0 2 3
Inflamatéria 2-De 1/3a2/3 0 4 1 0 0
3 -Mais de 2/3 0 1 0 0 0
0- Ausente 6 4 6 5 3
1- Até 1/3 0 0 0 2 3
Anquilose
2-De 1/3a2/3 1 0 1 0 1
3 -Mais de 2/3 0 4 0 1 0
mC+ mC- ' LA mFGF mLA+FGF
2.00
b d
1.50
f
a @ cd ef
0.50 . ¢ o
0.00 '
Anquilose Reabsorgao Reabsorg¢ao
Substitutiva Inflamatadria

Figura 22 — Representacao grafica das comparag¢des das meédias dos escores e resultados
da andlise estatistica pelo Teste Kruskal- Wallis. *Letras diferentes indicam diferenga
significante (p < 0.05)
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Ao avaliarmos a presencga de reabsorgao substitutiva, o grupo LA apresentou
maior quantidade de escore 0 (auséncia deste processo) e em apenas um espécime
deste grupo foi observada pequena area de reabsorgao por substituicdo, o que néo
apresentou nem 1/3 da superficie radicular. O grupo LA apresentou menor
reabsorcdo inflamatéria do que o controle negativo, e apresentou semelhancga
estatistica com o controle positivo.

Os grupos experimentais que receberam irradiagdo com laser de alta poténcia
na superficie radicular (LA e LA+FGF) apresentaram menor quantidade de
anquilose, e se assemelharam ao controle positivo.

Para a anadlise da reparacdo periodontal, as caracteristicas do tecido
conjuntivo, bem como a presenca de reinsercéo das fibras do ligamento periodontal,
foram classificadas por escores e tratadas estatisticamente. Abaixo se encontram as
tabelas com a frequéncia dos escores relativos as caracteristicas do tecido
conjuntivo (tabela 3) e as caracteristicas das fibras e reinsercéo periodontal (tabela
4). O grafico com a comparagéo das médias dos escores dos eventos referidos a
reparacao periodontal entre os grupos esta representado na figura 23.

Os dados originais desta analise estatistica estdo representados no apéndice
FeG.

Tabela 3 - Frequéncia dos escores atribuidos as caracteristicas do tecido conjuntivo de
acordo com cada grupo experimental e controle

0- Ausente 0 4 0 3 0

1-Delgado/Desorganizado 1 4 1 4 3

2- Espesso/Organizado 6 0 6 1 4
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Tabela 4- Frequéncia dos escores atribuidos a presenca de fibras do ligamento periodontal
e sua reinsergao ao cemento

0- Ausente 0 4 0 3 0

1- Fibras nao inseridas ao

cemento

2- Fibras reinseridas ao

cemento

Quanto a andlise da reparacdao periodontal, a presenca de um tecido
conjuntivo espesso e organizado foi observado em grande parte nos grupos C+, LA
e LA + FGF.

O unico grupo experimental em que foi observada a reinsercao das fibras

periodontais ao cemento foi o LA+FGF, embora tenha ocorrido apenas 2 espécimes.

mMC+ mC- ' LA EHFGF m LA+FGF

2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

Tecido Conjuntivo Reinserc¢ao das fibras
do LP

Figura 23 - Comparacao do valor dos escores de acordo com as caracteristicas do tecido
conjuntivo e reinsergao das fibras do ligamento periodontal entre os grupos experimentais e
controles e resultados da analise estatistica pelo Teste Kruskal-Wallis. *Letras diferentes
indicam diferenca significante (p < 0.05)
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5.2.3 ANALISE QUANTITATIVA DAS FIBRAS COLAGENAS

Os valores das médias e desvio padrao obtidos pela quantificacdo da
porcentagem de fibras colagenas do tipo | coradas pelo Picrosirius red nos diferentes
grupos experimentais e controles, estao expressos na tabela 5.

Os resultados desta andlise demonstraram que o grupo experimental LA +
FGF foi o que apresentou a maior quantidade de fibras colagenas do tipo |, e ndo
diferiram estatisticamente do grupo controle positivo (C+).

Os grupos LA e FGF apresentaram quantidade bem menor de fibras
colagenas tipo |, ndo diferindo estatisticamente do grupo controle negativo (C-).

A comparagao das médias entre os grupos da quantidade de fibras colagenas
tipo | coradas pelo método Picrosirius Red esta representada pela figura 24.

A figura 25 ilustra um corte representativo do grupo controle positivo,
demonstrando a coloragdao das fibras colagenas do tipo | pelo método Picrosirius
red.

Os dados originais e a analise estatistica podem ser visualizados no apéndice



Resultados 68

Tabela 5- Quantificacao das fibras colagenas. Médias e desvio padrdo nos diferentes grupos
experimentais e controles

Dente C+ C- LA FGF LA+FGF
1 26.22 5.94 8.09 7.2 16.87
2 14.26 3.84 2.13 15.41 13.43
3 11.18 4.2 5.16 8.94 9.37
4 7.28 6.52 8.26 13.41 37.69
5 11.52 1.64 2.84 7.67 7.5
6 15.35 0.78 4.99 0 8.26
7 11.25 4.51 2.5 0 13.42

MEDIA 13.87 4.26 4.85 7.57 15.22
DP 6.03 2.25 2.56 5.95 10.46
20.00 -

a

15.00 -

10.00 -+
- n n
0-00 T - T : T T |

C+ C- LA FGF  LA/FGF

Figura 24 - Comparacao das médias de fibras colagenas coradas pelo método de coloragao
Picrosirius Red entre os grupos experimentais e controles e resultados da analise estatistica
pelo teste Kruskal-Wallis. *Letras diferentes indicam diferenga significante (p < 0.05)
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Figura 25 — Corte representativo do grupo C+ método Picrosirius
Red: Fibras coladgenas tipo | coradas em vermelho (Aumento
400X).
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6 DISCUSSAO

6.1 DA IMPORTANCIA DO TEMA

O tratamento dos dentes avulsionados ainda se constitui um desafio, devido a
grande ocorréncia de reimplantes tardios e consequente reabsorcdo radicular
externa, que culmina muitas vezes com a perda dental. A maioria das avulsbes
ocorre em criancas e adolescentes e, portanto, antes da conclusdo do crescimento
facial (Trope, 2011; Andersson et al., 2012). A presenca do dente permanente no
alvéolo é um fator critico para a manutengédo do tecido de sustentacdo e do 0sso
adjacente, dai a importancia de um correto tratamento para a sua preservacao pelo
menos até que o crescimento facial se complete para receber uma reabilitagéo
definitiva.

Diversos protocolos clinicos tém sido sugeridos no tratamento da avulsédo
dentaria, mas ainda restam duvidas quanto a melhor opcdo do tratamento da
superficie radicular dos dentes que ficaram expostos ao meio por longos periodos. A
aplicacao de varias substancias quimicas foi proposta para este fim: Fluoreto de
S6dio2%, Vitamina C (Panzarini, 2005), Acetazolamida (Mori & Garcia, 2002),
Dexametasona (Keum et al., 2003), Emdogain (Schojjt & Andreasen, 2005; Barrett et
al., 2005; Poi et al., 2007), Alendronato de Sodio (Lustosa-Pereira et al., 2006),
Nitrato de Galio (Mori et al., 2007), Prépolis (Gulinelli et al., 2008). Entretanto, esses
tratamentos n&o inibiram o aparecimento das reabsor¢des radiculares externas.

O laser de diodo possui 0 menor custo dentre os lasers de alta poténcia, além

de ser pratico e portatil. Estudos tém demonstrado que estes apresentam atividade
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antimicrobiana (Moritz et al., 1997; Kreisler et al., 2003; Gutknecht et al., 2004; De
Souza et al.,, 2008), promovem alteracbes da estrutura cementdria que podem
facilitar a adesao celular, tornando-a com maior biocompatibilidade e mais resitente
contra a acdo de bactérias e toxinas (Haypek et al., 2006; Hamaoka et al., 2009;
Raldi et al., 2010), reduzindo significativamente a incidéncia de reabsorcdes
radiculares externas em estudo com dentes de ratos reimplantados tardiamente.

O tratamento dos dentes avulsionados deve envolver protocolos que visem
tanto a reducdo das subsequentes reabsorcbées como a promogao da regeneragcao
do ligamento periodontal (Wang et al., 2010). As pesquisas com fatores de
crescimento de fibroblastos comprovam a sua capacidade de promover a
regeneracao periodontal, porém, ainda sdo poucos os estudos que avaliam a sua
efetividade na regeneracdo do tecido periodontal danificado apds reimplantes
tardios.

Seguindo esta linha de raciocinio, a associacao do tratamento da superficie
radicular pelo laser de diodo de alta poténcia com fatores bioestimuladores da
regeneracao periodontal, pode gerar resultados satisfatérios no que diz respeito a
reducdo da incidéncia de reabsorcdes radiculares e estimulagdo do reparo
periodontal com o fito de buscar alternativas para o tratamento dos reimplantes

tardios.

6.2 DA METODOLOGIA

O modelo experimental escolhido neste estudo foi o rato, pelo baixo custo,

facil obtencdo e acesso. Além disto, sua utilizacdo em pesquisas no reparo das



Discusséo 72

estruturas periodontais, especialmente em reimplantes dentarios, encontra-se ja
sedimentada na literatura (Panzarini et al., 2005; Mori et al., 2006; Lustosa-Pereira et
al., 2006; Gulinelli et al., 2008; Saito et al., 2011). Alguns pesquisadores
demonstram a preocupacgado de se realizar estudos com dentes de rato devido ao
seu crescimento continuo proveniente da presenca da papila dentaria, entretanto,
para minimizar esta diferenga, removemos a papila dentaria evitando a continuidade
da formacgdao radicular, o que impediria a fidedignidade da pesquisa.

A necrose pulpar ocorre em quase 100% de dentes reimplantados que
apresentam rizogénese completa (Trope, 2011), o que justifica a realizacdo do
tratamento endoddéntico em nosso estudo. O momento ideal para a realizacdo da
intervencdo endodéntica € um dos pontos discutidos na literatura. Alguns autores
preconizam o tratamento antes do reimplante pelo fato de que a reabsorgcéao
inflamatoéria é causada pelo material necrético que permanece no interior do canal
radicular (Assuncao et al., 2011; Andersson et al., 2012). Dessa forma, optou-se,
nesse modelo experimental, pela realizacao deste procedimento previamente, para
qgue todas as variaveis relacionadas com complicagdes oriundas da polpa pudessem
ser diminuidas ou anuladas, ja que o objetivo do estudo relacionava-se ao reparo do
ligamento periodontal.

A medicacgdo intracanal utilizada no presente estudo foi o hidréxido de célcio,
por ser a medicacao de eleicdo para a prevencgao e o tratamento das reabsorcoes,
em razao de suas propriedades antimicrobianas, antiinflamatérias, indutoras de
tecido mineralizado, atuacdo em células clasticas e biocompatibilidade ja
consagradas na literatura (Tronstad et al., 1981; Trope et al., 1995; Mclntyre et al.,
2009). A associacao do hidréxido de célcio com um veiculo hidrossoluvel forma uma

pasta que favorece a penetracao dos ions nos tubulos dentinarios, potencializando a
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sua acao (Tronstad et al.,1981; Trope et al., 1995). Neste estudo foi utilizada a pasta
de hidroxido de calcio Calen®, por ser pré-fabricada, apresentando assim uma
proporgcédo pd/liquido constante, sendo de facil aplicagdo e tendo o polietilenoglicol
400 como veiculo viscoso e hidrossoluvel.

Além dos procedimentos locais, com o intuito de controlar interferéncias que
pudessem contribuir para a contaminagdo nos casos de reimplante dentario, foi
instituida a antibioticoterapia sistémica utilizando um pentabidtico que reune em sua
composigcao cinco antibidticos com agao predominantemente bactericida em todos
eles. Alguns autores também afirmam que além de diminuir o risco de infec¢ao, o
antibiético atua no processo inflamatorio que ocasiona a reabsorcdo radicular
(Assuncéo et al., 2011; Trope, 2011).

Os processos de reabsorgao radicular e regeneracédo periodontal sé podem
ser avaliados apdés um periodo de tempo que permita a ocorréncia desses
acontecimentos. A opc¢ao pelo periodo de sessenta dias para a eutanasia dos ratos
foi feita seguindo estudos prévios com o mesmo modelo animal, com a justificativa
de que , apds oito semanas, o cemento se apresenta mineralizado e o ligamento
periodontal maduro, com fibras bem organizadas (Poi et al., 2007; Saito et al 2011;
Kim et al 2012). Panzarini et al. 2013, entretanto, em um estudo mais recente
confirmou por meio de imuno-histoquimica, que nos casos de reimplante tardio, uma
maior atividade de formacédo 6ssea ocorre nos primeiros periodos do processo de
reparo, enquanto que a reabsorcdo e remodelacdo 6ssea ocorrem nos periodos
mais avangados.

Quando o reimplante dental é realizado tardiamente, é necessario que se faca
a remocao do ligamento periodontal necrosado. Este procedimento pode ser

realizado por meio de remocao mecanica com brocas ou curetas, ou por meio de
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substancias quimicas (Panzarini et al., 2005). A remog¢do mecanica causa danos ao
cemento, e expde a dentina, o que dificulta consideravelmente o reparo. Deve-se
deixar o maximo possivel de cemento para favorecer a desaceleragéo da reabsorcao
substitutiva (Trope, 2011). Desta forma, neste estudo optou-se por utilizar o
hipoclorito de sodio a 1% para tal fim, por suas propriedades de dissolu¢ao de tecido
organico, desnaturacao de proteinas e por ndao causar danos ao cemento (Lustosa-
Pereira et al., 2006). Seshima et al. (2010), contudo, realizaram a raspagem das
fibras do ligamento periodontal com curetas periodontais e ainda obtiveram o reparo
periodontal com a aplicagdo de FGF-2. Esses autores salientam que € melhor
remover todo o ligamento do que deixar algumas fibras que possam vir a necrosar
posteriormente.

O dente escolhido neste experimento foi o incisivo central superior direito,
uma vez que os dentes anteriores séo os mais acometidos pelos traumas devido a
sua posicao frontal na maxila e projecao vestibular (Andreasen & Andreasen, 2001).
Como o incisivo do rato apresenta uma forma anatdmica curva, a sua prépria
insercao no alvéolo despreza a necessidade de contencao. Ademais, a esplintagem
no incisivo adjacente ocasionaria a compressao do periodonto contra a parede
mesial do alvéolo junto ao terco cervical e um espaco na distal, o que facilitaria a
perda do coagulo sanguineo e contaminacao local (Moreira Neto, 2002).

Nesta pesquisa, utilizou-se o laser diodo de alta poténcia para a irradiagédo da
superficie radicular em dois grupos experimentais (Grupo3=LA e Grupo 5=LA +
FGF). A escolha dos parametros utilizados se baseou em um estudo prévio, onde
utiizamos os mesmos protocolos de irradiacdo e obtivemos uma reducao
significativa das reabsorcdes radiculares externas: comprimento de onda de 810nm,

no modo continuo, fibra Optica de quartzo de 600um, feixe de luz guia de diodo
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vermelho de 650nm, 1,5W de poténcia input (monitor), movimentos de varredura,
com a fibra éptica posicionada na angulacdo de 45° em contato com a superficie
radicular, por um tempo de trinta segundos, sendo dez segundos para as faces
proximais e cinco segundos para as faces vestibular e lingual (Carvalho et al 2012).
Este comprimento de onda é bem absorvido pelos tecidos pigmentados, sem causar
danos a superfiie radicular (Romanos & Nentwig,1999).

Para avaliagdo histolégica, optou-se pelo corte histolégico longitudinal no
sentido vestibulo-lingual, por fornecer uma visdo melhor de toda a extensdo do
ligamento periodontal que estd predominantemente presente na face palatina da
raiz. Embora tenha sido notada maior dificuldade técnica para a sua realizagdo do
que os cortes transversais, além da auséncia das superficies mesial e distal, foi
relatado que os resultados satisfatérios observados nas faces vestibular e lingual,
reproduzem ainda melhores resultados nas faces mesiais e distais, ja que, o tergo
médio do ligamento periodontal nas regides vestibular e lingual, apresenta menor
fluxo vascular e maior tendéncia a reabsorcoes devido a maior convexidade dessas
superficies (Assuncéao et al 2011).

A maioria dos trabalhos utilizou métodos histoldgicos e histomorfométricos
para avaliar o processo de reparo no reimplante dentario (Sae-Lim et al., 2004; Lam
& Sae-Lim, 2004; Poi et al., 2007; Seshima et al., 2010; Saito et al., 2011). Neste
trabalho acrescentamos ainda a analise quantitativa das fibras colagenas, e para tal,
foi utilizada a coloracao pelo método de picrosirius red, o qual estimula grande
quantidade de moléculas do Sirius Red, que se colocam paralelamente as moléculas
do colageno. Isto provoca aumento da birrefringéncia das fibras que conservam
colageno ao serem observadas a luz polarizada. O método da coloracdo com

picrosirius, associado a microscopia de polarizacdo, constitui um método
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histoquimico especifico para a percepcao de estruturas compostas de moléculas de
colageno orientadas (De Macedo, 2001). A leitura das laminas foi realizada com
microscopio optico binocular (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Zena- Alemanha) associado
a um filtro de polarizacao e programa Image- Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics, Silver
Spring, EUA), para identificar e quantificar as fibras coladgenas do tipo | coradas pelo
picrosirius na area selecionada.

Os elementos mais importantes do ligamento periodontal sdo as fibras
principais, de natureza colagena, dispostas em feixes, que seguem curso ondulado
quando vistas em cortes longitudinais. As por¢des terminais das fibras principais que
se inserem no cemento e no 0sso sdo chamadas de fibras de Sharpey, compostas
principalmente por colageno tipo I. O colageno tipo Il parece recobrir 0 colageno tipo
| das fibras de Sharpey. Vale salientar que a maior parte da porgdo organica do
cemento é composta por colageno tipo | (90%) e tipo Il (em torno de 5%) (Newman
et al, 2007). Desta forma, justificamos mais uma vez a utilizacado do método

picrosirius.

6.3 DOS RESULTADOS OBTIDOS

Os resultados encontrados no grupo controle positivo (C+) foram os melhores,
tanto na analise radiografica quanto na analise histol6gica. Neste grupo, os dentes
foram reimplantados imediatamente, portanto, as fibras e células periodontais ainda
se encontravam vidveis e ocorreu uma regeneragao periodontal completa, com
reinsercao perpendicular das fibras ao cemento. O dano as estruturas do ligamento

periodontal foi menor, observando-se uma menor resposta inflamatéria. Isto reforca
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mais uma vez a importancia do tempo no progndéstico dos reimplantes (Saito et al.,
2011; Andersson et al., 2012).

No grupo controle negativo (C-), onde os dentes foram reimplantados
tardiamente e sem nenhum tratamento radicular ou do alvéolo, houve maior
ocorréncia de anquilose e reabsorcdo inflamatéria e substitutiva. Este fato é
justificado pela presenga das células necrosadas do ligamento periodontal associada
a exposicdo da camada de cemento que atrairam as células clasticas a regido,
iniciando o processo reabsortivo (Barret & Kenny, 1997; Trope, 2011). O reparo
periodontal ndo ocorreu e o tecido conjuntivo mostrou-se bem desorganizado, € na
maioria das vezes, com auséncia de fibras do ligamento periodontal.

A irradiacdo com laser de diodo de alta poténcia mostrou, resultados positivos
na reducdo dos processos reabsortivos da superficie radicular, semelhantes aos
relatados por Carvalho et al. (2012). Os grupos LA e LA + FGF apresentaram
pequena incidéncia de reabsorcbes substitutivas e inflamatérias e anquilose quando
comparados ao grupo sem tratamento da superficie radicular (C-). Isto pode ser
explicado pela alteragdo na estrutura cementaria promovida pelo laser, pois a fusdo
e ressolidificacdo da superficie irradiada sdo capazes de produzir uma superficie
mais resistente a acao das células clasticas. Essas modificaces estruturais ja foram
comprovadas através da microscopia eletrénica de varredura em outras pesquisas
(Haypek et al., 2006; Raldi et al., 2010).

A utilizagdo do laser de diodo de alta poténcia tem aumentado o sucesso de
tratamentos endoddnticos e periodontais devido ao seu potencial antimicrobiano
(Moritz et al. 1997; Gutknecht et al.2004). Pode-se também inferir que pela acao
fisica do laser de alta poténcia, além do proprio contato da fibra dptica na angulacéao

de 45° com a superficie radicular associado ao movimento de varredura tenha sido
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promovida a remogéao das fibras inviaveis do ligamento periodontal que por ventura
ainda estivessem ali aderidas, confirmando a importancia da remogao total das fibras
necrosadas para o reparo (Seshima et al., 2010).

Somente a utilizagéo do laser de diodo na superficie radicular, entretanto, ndo
interferiu  significativamente na regeneragdo periodontal. A analise histoldgica
qualitativa do grupo LA demonstrou que o tecido conjuntivo apresentou-se espesso
e organizado na maioria dos espécimes, porém, ndo houve reinsercao das fibras do
ligamento periodontal em nenhum espécime. Esta falta de ades&o celular as
superficies irradiadas pelo laser de diodo também foi citada em alguns estudos
(Kreisler et al. 2001; Theodoro et al., 2006; Carvalho et al., 2012).

A formacéo tecidual durante o reparo requer o movimento orquestrado de
células em direcbes particulares que estimulem a migragéo, proliferacdo e adesao
das células para os locais especificos (Ramseier et al 2012). Nesse estudo,
propusemo-nos a avaliar se a aplicacdo do FGF-2 a superficie radicular tratada
antes do reimplante tardio estimularia esses eventos para ocorréncia da
regeneracao periodontal.

Apenas a utilizacdo do FGF-2, sem um tratamento adicional da superficie
radicular antes do reimplante, nao foi efetivo na estimulagdo do reparo periodontal.
O grupo 4 (FGF) apresentou na maioria dos espécimes um tecido conjuntivo delgado
e desorganizado, sem a presenca de fibras do ligamento periodontal, e quando
estas fibras estavam presentes, ndo eram reinseridas a superficie radicular. Além
disto, ao mensurarmos as fibras colagenas pelo método histoquimico picrosirius,
este grupo apresentou quantidade bem menor de fibras colagenas tipo I, inclusive
nao diferindo estatisticamente do grupo controle negativo (C-). Por outro lado, este

grupo apresentou uma incidéncia de reabsorcdo substitutiva e anquilose maior do
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qgue o grupo controle positivo (C+) e o laser (LA). Uma possivel explicagcao para este
desempenho insatisfatério no grupo FGF é a ocorréncia de um reparo competitivo da
superficie radicular danificada, favorecendo mais os osteoblastos do enddsteo do
que os fibroblastos do ligamento periodontal, resultando eventualmente na
reabsorgao por substituicdo (Lam & Sae-Lim, 2004).

Quando a aplicacdo do FGF-2 foi associada ao tratamento da superficie
radicular com laser de diodo (LA+FGF), ficou evidente a reducao da porcentagem de
reabsorcdo na andlise radiografica. Na andlise histolégica, processos reabsortivos
foram observados, porém, apresentaram baixa incidéncia quando comparados ao
grupo controle negativo (C-), corroborando mais uma vez, a efetividade do laser
diodo. Ao compararmos o valor das meédias de fibras coldgenas coradas pelo
método de coloragédo Picrosirius Red, este grupo foi 0o que apresentou a maior
quantidade de fibras coldgenas do tipo |, se assemelhando estatisticamente ao
grupo controle positivo (C+), fortalecendo a afirmacdo de que o FGF-2 é um
mitdégeno potente para as células periodontais (Murakami, 2011).

A regeneragado periodontal promovida pelo FGF-2 ja foi alvo de varias
pesquisas tanto em doenca periodontal em humanos quanto sobre defeitos 6sseos
criados em cavidades simuladas nas raizes de animais. Os resultados foram
promissores, e se verificou nestes sitios uma neoformacdo de cemento,
neoformacdo 6ssea e regeneracao do ligamento periodontal (Tabata et al., 1998;
Takayama et al., 2001; Murakami et al., 2003; Kitamura et al., 2011).

Existem poucos estudos sobre a utilizagdo do FGF-2 com o intuito de reparar
o periodonto dos dentes avulsionados e reimplantados. Sae-Lim et al. (2004)
realizaram um estudo histol6égico em dentes de macacos reimplantados tardiamente,

preenchendo o alvéolo e a raiz previamente com 0.1ml de Solugcdo de FGFb
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recombinante (400ug/ml) ou 40ug de FGFb recombinante + 0,1ml de matriz de
fibrina. Os resultados mostraram que embora os grupos do FGF-2 tenham mostrado
algum tipo de reparo, diferiu estatisticamente do grupo controle, onde houve um
completo reparo, com a presenga de tecido conjuntivo periodontal interposto entre o
cemento e o0 osso intacto ou reparado. Os autores salientaram que uma das
possiveis causas desse fracasso, pode ter sido o veiculo que foi utilizado, uma vez
que a cola de fibrina ndo promove a liberagéo ideal do FGF-2.

Nao obstante, em nosso trabalho, utilizamos carreadores com as
caracteristicas dos polimeros hidrofilicos como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
pois a sua capacidade de responder a presenca de agua e formar uma camada de
gel sdo essenciais para controlar a liberacao destas matrizes. Seshima et al. (2010)
procederam a analise histolégica e imuno-histoquimica da associacdo de 200ug
FGF2 gel + HPC nas raizes de dentes de caes reimplantados, e foram observadas
as fibras do ligamento periodontal inseridas no osso e no cemento neoformado,
restabelecendo uma orientacao funcional do aparato de sustentacdo nestes grupos
experimentais.

A efetividade da acdo dos fatores de crescimento de fibroblastos também
pode ser influenciada pela presenca de bactérias, células necrosadas e processos
inflamatérios (Yun et al., 2010). A irradiagdo com laser de diodo no grupo (LA+FGF)
deve ter propiciado um ambiente adequado com a eliminacdo desses agentes
indesejaveis, potencializando a atividade dos FGF-2, diferentemente da aplicagéo
isolada do FGF-2 (grupo FGF). Além disto, em dois espécimes foi observada a
reinsercdo das fibras periodontais ao cemento no grupo (LA+FGF). Isto também

pode ter sido influenciado pela acdo do laser, uma vez que Raldi et al (2010)
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demonstrou que o laser diodo com os mesmos parametros utilizados no presente
estudo favoreceu a adesao celular a superficie cementaria.

A engenharia tecidual surge como um campo novo e promissor na busca da
exceléncia da regeneragdo dos tecidos. O mecanismo da engenharia tecidual é
estruturado sobre uma triade composta de células, fatores de crescimento e uma
matriz (Murakami, 2011). Zhou et al. (2012) fabricaram camadas celulares de células
tronco do ligamento periodontal e aplicaram sobre a superficie radicular de dentes
de cées antes do reimplante. Os resultados mostraram que esse sistema de entrega
de camadas celulares teve potencial para regenerar os tecidos periodontais, razdo
pela qual pode representar uma nova terapia para os dentes reimplantados. Os
autores, contudo, fizeram uma ressalva de que o cemento e o ligamento periodontal
neoformado n&do foram continuos, com uma ocorréncia de reparo desfavoravel de
cerca de 10%, além disso, esta técnica requer equipamento e laboratério especificos
e dispendiosos.

Assuncdo et al. (2011), baseados nos resultados promissores com a
utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP) em associacdo com as células-tronco,
procuraram avaliar seu desempenho sobre a superficie radicular dos dentes
avulsionados de céaes. As anadlises histolégicas, histomorfométrica e imuno-
histoquimica sugeriram que as plaquetas ativadas com Trombina tiveram um papel
importante na redugdo de reabsor¢do substitutiva, além de favorecer um reparo
tecidual, devido a presenca de grandes concentragdes de fatores de crescimento.
Entretanto, os autores sugeriram novos estudos para testar outros materiais, uma
vez que PRP/Ca nao representou uma matriz adequada para as células

indiferenciadas no tratamento dos dentes avulsionados.
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Embora n&o tenhamos logrado uma completa regeneragdo em todos os
espécimes, os resultados obtidos com este experimento nos encorajam a realizar
outros trabalhos com intuito de estimular a reparagdo integral do tecido de
sustentacdo e eliminar as reabsor¢cées externas que ocorrem nos reimplantes
tardios. Os espécimes que ndo apresentaram completa reparacdo neste estudo
podem ser justificados pela possibilidade de que algumas areas da superficie
radicular ndo terem sido cobertas completamente pelo FGF-2, resultando na
ativacdo e migracdo de osteoclastos que poderiam causar anquilose e reabsorcao
substitutiva o que também foi observado por Zhou et al (2012).

Outra justificativa plausivel por ndo termos obtido a reinsergcédo das fibras do
ligamento periodontal em todos os espécimes, foi a utilizacdo apenas de fatores de
crescimento de fibroblastos na estimulagdo das células remanescentes da parede
alveolar. Nos casos de reimplante tardio, a agressao ao tecido de sustentacao é
muito grande, havendo uma escassez de células do ligamento periodontal tanto no
cemento quanto no alvéolo (Sato et al.,, 2010). Desta forma, talvez pudéssemos
obter uma resposta melhor se além do FGF-2, fossem associadas células tronco
indiferenciadas para complementar a formagdo da triade da engenharia tecidual
sugerida por Murakami (2011).

Diante dos resultados satisfatérios encontrados com o protocolo utilizado
nesta pesquisa, torna-se clara a importancia da realizacao do tratamento radicular
associado aos bioestimuladores do reparo periodontal dos dentes avulsionados e
reimplantados tardiamente. Apesar das limitagbes deste experimento, nossos
resultados sdo promissores e abrem caminhos para novas pesquisas com outros
protocolos de utilizacdo e aplicacao dos fatores de crescimento de fibroblastos, com

a intencao de melhorar o prognostico dos reimplantes tardios. A bioestimulacao
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utiizando FGF-2 nédo requer laboratérios especificos nem técnicas rebuscadas de
engenharia tecidual, e merecem ainda alguns refinamentos metodoldgicos e maiores
validagbes cientificas dos achados aqui encontrados através de fases sequenciais

deste estudo inédito para o tratamento da avuls&o dentaria.
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7 CONCLUSAO

Considerando as condi¢Oes especificas deste experimento, de acordo com a
metodologia empregada, com base nos resultados obtidos podemos concluir que a
irradiacao das superficies radiculares com laser de diodo de alta poténcia, associada
ou nao a aplicacgéao tépica de FGF, previamente ao reimplante tardio, nos parametros
utilizados neste estudo, reduziu a incidéncia de reabsor¢des radiculares externas e
de anquilose. Embora uma regeneragéo completa do LP n&o tenha sido alcangada,
a aplicacao tépica do fator de crescimento de fibroblastos (FGF-2) favoreceu o
reparo do ligamento periodontal, principalmente quando associado a irradiagdo com

laser de diodo de alta poténcia.
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APENDICES

APENDICE A - Resultados da andlise estatistica sobre % médias das areas de

reabsorcao entre os grupos pelo teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5%

Resultados
H= 18.8449
Graus de liberdade = 4
(p) Kruskal-Wallis = 0.0008
R1= 166.5000
R2-= 372.0000
R3= 202.5000
R4-= 188.0000
R5= 346.0000
R 1 (posto médio) = 16.6500
R 2 (posto médio) = 37.2000
R 3 (posto médio) = 20.2500
R 4 (posto médio) = 18.8000
R 5 (posto médio) = 34.6000
Comparacgdes (método de z
Dunn) Dif. Postos calculado z critico p
Postos médios 1 e 2 20.5500 3.1522 2.807 < 0.05
Postos médios 1 e 3 3.6000 0.5522 2.807 ns
Postos médios 1 e 4 2.1500 0.3298 2.807 ns
Postos médios 1e5 17.9500 2.7534 2.807 ns
Postos médios 2 e 3 16.9500 2.6000 2.807 ns
Postos médios 2 e 4 18.4000 2.8224  2.807 < 0.05
Postos médios 2e 5 2.6000 0.3988 2.807 ns
Postos médios 3 e 4 1.4500 0.2224  2.807 ns
Postos médios 3e5 14.3500 2.2012 2.807 ns

Postos médios 4e 5 15.8000 2.4236 2.807 ns
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APENDICE B — Resultados da andlise estatistica dos nimeros de areas de

reabsorgao entre os grupos pelo teste ANOVAs, com nivel de significancia 5%

DISTRIBUIGAO NORMAL

FONTES DE VARIAQAO
Tratamentos
Erro

F=

(p) =

Média (Coluna 1) =
Média (Coluna 2) =
Média (Coluna 3) =
Média (Coluna 4) =
Média (Coluna 5) =

Tukey:
Médias 2) =
Médias 3) =
Médias 4) =
Médias 5) =
Médias

Médias
Médias
Médias

(1a
(1a
(1a
(1a
(2a
Médias (2a 4
(2a
(3a
(3a
Médias (4 a

GL

10.1275
< 0.0001
1.9000
4.0000
1.7000
1.5000
2.6000

Diferenca
2.1000
0.2000
0.4000
0.7000
2.3000
2.5000
1.4000
0.2000
0.9000
1.1000

SQ

4 41.320
45 45.900

Q

6.5754
0.6262
1.2524
2.1918
7.2016
7.8278
4.3836
0.6262
2.8180
3.4442

QM

10.330

1.020

(P)
< 0.01

ns
ns
ns
< 0.01
< 0.01
< 0.05
ns
ns
ns
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APENDICE C — Resultados da andlise estatistica da reabsorcdo substitutiva entre

0s grupos pelo teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5%

G1xGE3 ns
GlxG4 ns
G1XG5 ns
G2xiEd ns
G2xE5 ns
GExG4 ns
GIXGEE nz
G4 2G5 n:
Resultada  Amastrs Amostra 2 Rezultar Amastrz Amastra 5
Tamanha dz 21 21 Tamanh: 21 21
Zomados F 3460 557.0 Fomade 4410 4620
Mediana = 0.00 300 Medianz 0.00 000
= 115.00 U= 210.00
2] = P2 6559 Z[U = 0.264
=yalor [uni 0.0040 p-valor | 053355
p-valor | 0.7:317
Resultade  Amostr:s Amostrad Resultar Amostr: Amostra 5
Tamanha dz 21 24 Tamanhs 21 20
Somados F 4355 5335 Zomade 3350 466.0
Mlediana = 0.00 0.00 Median: 0.00 0.00
U= 204.50 U= 164.00
Z[U] = A.0507 ZiU = AAa3as
p-valor [uni 01333 pvalar | 01151
p-valor [Bil: 02735 p-walar | 02502
Resultada  Amostrs Amostras Rezultar Amastrs Amastrad
Tamanha dz 21 21 Tamanh: 21 24
Zomados F 5465 3565 Fomade 5630 466.0
Mlediana = 5.00 .00 Medianz 5.00 000
= 125.50 U= 166.00
2] = P2 G595 (U= M.a5eE
=yalor [uni 00054 p-valer | 0.0252
p-valor | 0.0504
Resultade  Amostrs Amostra s Rezultars Amostr: Amostrad
Tamanha dz 21 20 Tamanhs 21 24
SomadosF 5045 55E5 Zomade 4475 5515
Mediana = 500 0.00 Median: 0.00 0.00
= 146.50 U= 216.50
Z[U] = F.E562 2= 05077
p-valor [uni 004535 p-valar | 02096
p-valor [Bil: 0.03TT p-valor | 04135
Resultada  Amostrs Amostrab Rezultar Amastrz Amastra 5
Tamanha dz 21 20 Tamanh: 24 20
Zomados F 4050 456.0 Foma de 52T.5 452.5
Mediana = 0.00 .00 Medianz 0.00 000
= 174.00 U= 221.50
2] = 0.3330 Z[U] = 02346
p-valer [uni 01733 p-valer | 03541
p-yvalor [bil: 05475 p-valor | O.T6ES
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APENDICE D — Resultados da andlise estatistica da reabsorcdo inflamatéria entre

0s grupos pelo teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5%

GIXGS nz
GixG4 nz
GlxGE ns
G2xGd ns
GaxiEh ns
GExGd ns
GEXGEE ns
54 055 ns

Riezultas Amaostrs Amasktra 2
Tamanhs | 2|
Eomade 353.0 5440
Medians 0,00 1.00

U= 125,00
ZU)= P23263

i-'.'alor | 0.0100

Rezultas Amaostrs Amaskrad
Tamanhe 21 24
Foma do 455.5 5Tas
Median: 0.00 0.aa

U= 224.50
2= 06256
p-valar | DL2E55
&:ﬂor | 05315

Rezultas Amaostrs Amaskra 3
Tamanhs 21 20
Foma do 5210 400
Medianz 1.00 0.aa

U= 13000
Z[U)= FeOSEE

i--.-alo-r | 00155

Rezultas Amaostrs Amaskra 5
Tamanhs 21 20
Fomade 4370 564.0
Medianz 1.00 0.00

U= 154.00
Z[U]= M.4608
p-valor | 0.0T21
&ulor | 01441

Rezultas Amaostrs Amaskral
Tamanhs 20 ) |
Foma dv 353.0 4370
Medianz 0.00 0.00

U= 173.00
Z(Uj= 07304
p-valor | 02326
&alar | 04652

Rezultas Amastrs Amaostra 3
Tamanhe 21 20
Eomade 4365 4245
Medians 0,00 0.00

= 205.50
ZiU = 01174

p-valor | DL4553
p-valor | 03066

Rezultas Amastrs Amaskra 5
Tamanhe 21 20
Fomade 4070 4540
Median: 0.00 0.00

= 176.00
2= 0.E565
p-valar | DTG
p-valor | 03752

Rezultas Amastrs Amostrad
Tamanhs 21 24
Fomade 5650 47000
Medians 1.00 0.00

U= 170.00
Z[U)= M.5E56
p-valor | 0L03N
pevalar | 00621

Rezultas Amastrs Amoskra 4
Tamanhs 20 24
Fomade 4305 5535
Medianz 0.00 0.00

U= 220.50
2= 04536
p-valor | DL3223
p-yalor | 06455

Rezultas Amastrs Amaoskra 5
Tamanhs 24 ) |
Foma de 52T.0 4630
Medianz 0.00 0.00

U= 227.00
2[H] = D064
p-valor | 0L3TA6
p-yvalar | 07533
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APENDICE E - Resultados da analise estatistica da anquilose entre os grupos pelo

teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5%

rezultada

GIXGS
GIXG4
G1xXGS

Rezultada Amaskra® Amaostra 2 Rezultade  Amastrs Amostrat
Tamanha da an 21 21 Tamanha da 1 2
Foma dos Pos 346.0 5510 Foma dos P 4400 4630
Mediana = .00 500 Mediana = 0.00 0.00
= 115.00 = 203.00
2(U] = P 6533 2(U] = 02535

-yalor [unilake 0L0040 p-valor [unil 03362
R |5t s 0002
Rezulkada Amastra” Amastrad Rezulkads  Amastrs Amostrat
Tamanha da an 21 24 Tamanha da 21 21
Zoma dos Pos 43550 G020 Zoma dos P 3350 4660
Mediana = 000 0.00 Mediana = 0.00 0.00
U= 202.00 U= 164.00
2] = A.13715 2] = A.1335
p-valar [unilate 01277 p-valar [unil 0.1151
pevalar [bilater 02555 p-valor [bila 02302
Rezultada Amaskra ; Amaskra 3 Rezultada Amastrs Amostra
Tamanha d3 an 21 21 Tamanha da 21 2¢
Eoma dos Pos 5465 F56.5 Eomados P 5630 4660
Mlediana = 3.00 0o Mediana = 3.00 0.00
= 125.50 = 166.00
Z[HU] = P2 5595 Z[HU] = F 3566

=valor [unilate 0L0054 pevalar [unil 0.0252
_ p-valer [bila 0.0504
Resultadao Amostra ;s Amostras Resultado  Amostrs Amostrad
Tamanho da an 21 20 Tamanho da 21 2
Zoma dos Pos 521.0 S40.0 Zoma dos P 4475 55715
Mediana = 5.00 0.00 Mediana = 0.00 0.00
= 15000 = 216.50
2(U] = Fo 0566 2(U] = 05077

=valor [unilate 00155 p-valar [unil 02036
O oo . 0.1
Riezultada Amastra  Amastra 5 Rezultada  Amastrs Amostra
Tamanha da an 21 20 Tamanha da 24 20
Zoma dos Pos 405.0 45350 Zoma dos P 532.0 4550
Mediana = .00 a0 Mediana = 0.00 0.00
= 177.00 = 235200
2] = 05607 2] = 01556
p-valar [unilate 01347 p-valar [unil 0.4252
p-yvalor [bilake 05534 p-valor [Bila 05504
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APENDICE F — Resultados da anélise estatistica do tecido conjuntivo entre os

grupos pelo teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5%

H=

Graus de liberdade =
(p) Kruskal-Wallis =
R1=

R2=

R3=

R4 =

R5=

R 1 (posto médio) =
R 2 (posto médio) =
R 3 (posto médio) =
R 4 (posto médio) =
R 5 (posto médio) =

~ o~~~

Comparacgdes (método de
Dunn)

Postos médios 1 e 2
Postos médios 1e 3
Postos médios 1 e 4
Postos médios 1e5
Postos médios 2e 3
Postos médios 2 e 4
Postos médios 2e 5
Postos médios 3 e 4
Postos médios 3e5
Postos médios 4e5

Resultados
21.6712

4
0.0002
1313.5000
609.5000
714.5000
954.5000
968.0000
69.1316
30.4750
47.6333
43.3864
50.9474

Dif. z

Postos  calculado zcritico p

38.6566 4.3770  2.807
214982 2.2578  2.807
25.7452 2.9819  2.807
18.1842 2.0331 2.807
17.15683 1.8222  2.807
12.9114 15159  2.807
20.4724 2.3180 2.807
42470  0.4601 2.807
3.3140 0.3480 2.807
7.5610 0.8757  2.807

< 0.05
ns
< 0.05
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns



Apéndices

97

APENDICE G - Resultados da anélise estatistica da reinser¢cdo do ligamento

periodontal entre os grupos pelo teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5%

H=

Graus de liberdade =
(p) Kruskal-Wallis =
R1=

R2=

R3=

R4 =

R5=

R 1 (posto médio) =
R 2 (posto médio) =
R 3 (posto médio) =
R 4 (posto médio) =
R 5 (posto médio) =

~ o~~~

Comparacgdes (método de
Dunn)

Postos médios 1 e 2
Postos médios 1e 3
Postos médios 1 e 4
Postos médios 1e5
Postos médios 2e 3
Postos médios 2 e 4
Postos médios 2e 5
Postos médios 3 e 4
Postos médios 3e5
Postos médios 4e5

Resultados

26.4667

< 0.0001
1353.0000
624.0000
642.0000
884.0000
962.0000

71.2105
31.2000
45.8571
40.1818
50.6316

Dif.
Postos
40.0105
25.3534
31.0287
20.5789
14.6571
8.9818
19.4316
5.6753
4.7744
10.4498

z
calculado

4.5782
2.6387
3.6318
2.3251
1.5419
1.0657
2.2235
0.6085
0.4969
1.2231

z critico p
2.807 < 0.05
2.807 ns
2.807 < 0.05
2.807 ns
2.807 ns
2.807 ns
2.807 ns
2.807 ns
2.807 ns
2.807 ns
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APENDICE H - Resultados da andlise estatistica da quantidade das fibras
colagenas (Picrosirius Red) entre os grupos pelo teste Kruskal-Wallis, com nivel de

significancia 5%

H= 48.2867

Graus de liberdade = 4

(p) Kruskal-Wallis = < 0.0001

R1= 2533.0000

R2= 880.0000

R3= 1511.0000

R4= 1525.5000

R5= 1678.5000

R 1 (posto médio) = 93.8148

R 2 (posto médio) = 38.2609

R 3 (posto médio) = 47.2188

R 4 (posto médio) = 56.5000

R 5 (posto médio) = 93.2500

Comparagdes (método de  Dif. z

Dunn) Postos  calculado zcritico p
Postos médios 1e 2 55.5539 5.3194  2.807 < 0.05
Postos médios 1 e 3 46.5961 4.8447 2.807 < 0.05
Postos médios 1 e 4 37.3148 3.7250 2.807 < 0.05
Postos médios 1e5 0.5648 0.0504 2.807 ns
Postos médios 2e 3 8.9579 0.8903 2.807 ns
Postos médios 2 ¢ 4 18.2391 1.7464  2.807 ns
Postos médios 2e 5 54.9891 4.7475 2.807 < 0.05
Postos médios 3 e 4 9.2813 0.9650 2.807 ns
Postos médios 3e5 46.0313 4.2449  2.807 < 0.05
Postos médios 4 e 5 36.7500 3.2814  2.807 < 0.05
Postos médios 2e 5 545326 4.9816  2.807 < 0.05
Postos médios 3 e 4 26.2781 2.6503 2.807 ns
Postos médios 3 e 5 45.7031 4.4594  2.807 < 0.05

Postos médios 4e 5 19.4250 1.7188 2.807 ns
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ANEXO

ANEXO A — Parecer do comité de ética em pesquisa

PRPPG-Prireitoria de Pesguisa e Posgraduagio
Comissdo de Etica no Uso de Ankmais

R Viscondi di Rio Branco, 210 Genfro Tauhste-SF 12020040
ol (17) 36254143 - 3635.1233 P {13) 36322047
seuamunita by '

UNITAU

DECLARACAQ N° 003/11

Protocolo CEUA/UNITAU n® 004/11 (Esse nimero de registro dever ser citado pelo pesquisador
nas correspendéncias referentes a este projeto)

Projeto de Pesquisa: Efertos da whilizacdo do Jaser de diodo e de fatores de crescimento na
regeneracdo do ligamento perfodontal em reimplamies lardios: andlise histologica e frmmo-

histoguimica em ratos,

Pesquisador(a) Responsavel: Erica dos Santos Carvatho

A Comisso de Fiica na Utilizagho de Animais da Universidade de Taubate, em reunidio
de 24/02/2011, e no wvso das competéncias definidas na Deliberagio CONSEP N° 013/10,
considerou o Projeto acima Aprovado.

Taubaté, 18 de abril de 2011

Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais




Autorizo a reproducdo e divulgacao total ou
parcial desta obra, por qualquer meio
convencional ou eletrbnico, para fins de
estudo e pesquisa, desde que citada a fonte

Erica dos Santos Carvalho

Taubaté, abril de 2013.



