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RESUMO

Introducéo: A aceleracao do reparo tecidual apés a exodontia pode influenciar
na qualidade de vida e na reabilitacdo posterior do paciente odontoldgico. Os
pericitos, por sua vez, exercem multiplas fun¢des que sdo criticas durante a
cicatrizacdo de feridas e parecem ser diretamente influenciados pela
fotobiomodulacéo (PBM, do inglés Photobiomodulation). Ainda n&o se conhecem
os efeitos da PBM sob pericitos no reparo alveolar pés-exodontia. Objetivo: O
objetivo desse trabalho foi explorar a associacado entre a PBM e os pericitos,
além do reparo tecidual alveolar, apos 3 e 7 dias da exodontia. Materiais e
Métodos: Foram utilizados camundongos C57BL/6 transgénicos (n=18) de 3 a
4 semanas com o fendétipo NG2*DsRed. Apds anestesia, o primeiro molar
superior esquerdo de cada animal foi extraido. Os alvéolos foram tratados (n=3)
ou nao pela PBM (n=3) no trans-operatorio e por 3 dias consecutivos utilizando
laser de diodo (660 nm, 20 mW, 0,71 W/cm?, 5J/cm?, 7 s). Amostras foram
processadas para microscopia confocal e as células NG2* DsRed contadas (n=3
por grupo). Outros 3 animais por grupo foram processados para analises
histoldgicas aos 3 e 7 dias utilizado as coloragBes de hematoxilina & eosina
(H&E) e Tricrébmico de Masson. Resultados: Tanto o grupo tratado com PBM
como o controle ndo-irradiado apresentam quantidade similar de células NG2*
DsRed no tecido de granulagcdo e no o0sso perialveolar. Aos 3 dias pOs-
operatorios, maior neoformacdo Ossea foi observada no grupo controle,
enquanto maior quantidade de tecido de granulacdo foi observada no grupo
PBM. Aos 7 dias, o grupo PBM ja apresentava significativa reducao do tecido de
granulacdo e numericamente maior quantidade de tecido 6sseo em relacdo ao

controle. Concluséo: Neste estudo preliminar, ainda n&o foi possivel identificar



uma influéncia diferencial da PBM sob as células NG2+. Entretanto, € sugestivo
de que a PBM acelera reparo tecidual alveolar e contribui para possiveis avancos
na neoformacédo Ossea.

Palavras-chave: Extracdo Dentaria, Pericitos, Reparo Osseo, Microscopia
Confocal



INTRODUCAO:

A perda do dente € resultado de inUmeras causas, dentre elas: a cérie
dentaria e a doencga periodontal, tem sido mais frequentemente associada a essa
auséncia [1,2]. Apés a exodontia, ha uma série de alteracdes locais complexas
e integradas a mudancas histologicas e histoquimicas a fim de cicatrizar o
alvéolo [3]. A auséncia do dente em seu alvéolo resulta na formagdo de um
coagulo sanguineo e, posteriormente, na proliferacéo celular e na reabsorcéo de
estruturas danificadas e, por fim, na mineralizag&o intra e perialveolar [4,5,6].

Schropp et al. (2003) em um estudo clinico, demonstrou reducdo média
de 3-5 mm na largura do osso do rebordo alveolar no periodo de 6 meses apoés
a exodontia, sendo que, 80% dessa perda ocorreu em até 3 meses apos a
exodontia [7]. Portanto, as alteracBes alveolares apds extracdo podem
comprometer as reabilitacdes dentarias, tanto com préteses dentarias fixas ou
removiveis, como com proéteses sobre implantes [8]. Dessa forma, preservar as
dimensdes alveolares ap0s exodontia sdo fundamentais para alcancar
resultados estéticos e funcionais ideais em reabilitac6es orais [8]. A preservacao
da altura da crista alveolar ligada a rapida cicatrizacdo da ferida, ap6s a
exodontia, é fundamental para protecdo da altura da crista 6ssea [9].

Atualmente, a fotobiomodulacéo a laser (do inglés, photobiomodulation -
PBM) tém sido uma aliada importante na aceleracdo da regeneracdo e da
cicatrizacdo de feridas [10,11,12]. A utilizac&o da terapia por luzes nao ionizantes
promove beneficios terapéuticos, como o alivio da dor, imunomodulacdo e
aceleracdo da cicatrizacao de feridas e regeneracéo tecidual [12,13]. Sendo
assim, a PBM é capaz de modular mecanismos biologicos na cicatrizacdo de

feridas, angiogénese e inflamacao [13]. Daigo et al. (2020) demonstraram que



apos exodontia em ratos, a combinacéo da terapia baseada em laser em alta
intensidade com a PBM preservou a altura da crista 6ssea alveolar, acelerou a
cicatrizagcdo da ferida e alcangcou uma boa preservacéo do alvéolo [9].

Os pericitos sdo células que circundam as células endoteliais de capilares
e microvasos. Essas células estéo localizadas, portanto, na regido perivascular
e possuem alto potencial de diferenciacdo, além de participar nos processos de
cicatrizacéo [14,15,16]. Estudos recentes indicam que 0s pericitos, assim como
as células-tronco mesenquimais, possuem capacidade de diferenciacdo
miogénica, adipogénica, fibrogénica, osteogénica, angiogénica e neurogénica
[14,15,16]. Ao longo dos anos, inUmeros estudos procuraram esclarecer o real
potencial dos pericitos na fisiopatologia dos tecidos, tais como: retinopatia
diabética, doencas vasculares cerebrais, alzheimer, doencas renais entre outras
[17]. No entanto, ainda h& pouco conhecimento da atuacdo dos pericitos na
cicatrizacéo alveolar.Neste sentido, o estudo da associagdo da PBM e pericitos
no alvéolo dentério apds exodontia se faz importante para a compreensao de

mecanismos celulares envolvidos durante o reparo tecidual alveolar.

MATERAIS E METODOS

Aspectos Eticos

A Comissdo de Etica no Uso de Animais em pesquisa da UFMG aprovou o
manuseio e procedimentos nos animais deste trabalho (CEUA #181/2020). Os
camundongos da linhagem C56BL/6 transgénicos utilizados neste estudo séo
descendentes de matrizes com fluorescéncia enddgena para NG2 (Neural-Glial
antigen 2), proteina tipicamente encontrada em pericitos, e cuja marcagao com

DsRed (fluorescéncia endogena vermelha) foi utilizada nas analises confocais



(n=6) no grupo de 3 dias. Animais selvagens (n=12) foram utilizados nas anélises
histoquimicas no tempo de 3 e 7 dias. Os animais foram mantidos em condi¢es
de temperatura controlada (24°C), agua e racéo ad libitum, e ciclo dia e noite (12
horas/12 horas).

Exodontia

Os animais foram divididos em dois grupos: um grupo controle e outro grupo
tratado com laser (PBM) dividido em dois tempos experimentais: 3 dias (n= 12)
e 7 dias (n=6) totalizando 18 animais. Camundongos de 3-4 semanas foram
anestesiados por injecdo intraperitoneal (I.P) com solugéo contendo xilazina (10
mg/Kg) e ketamina (100 mg/Kg). Os animais foram colocados em uma mesa
cirargica 3D (Figura 1) e foi realizada incisdo sulcular e, posteriormente, a
luxacdo do primeiro molar superior esquerdo com um bisturi e lamina n°11.
Animais do grupo PBM foram irradiados no transoperatorio e a cada 24h até fim
do tempo experimental. Apés a exodontia, os animais receberam injecdo de
cloridrato de tramadol (10 mg/Kg), 12:12h, 48h, via subcutanea, e foram
alimentados com ragcdo pastosa (1:1). Aos final dos 3 e 7 dias do tempo
experimental de cada grupos, os animais foram eutanasiados e a maxila superior
foi coletada e fixada em solucdo de paraformaldeido 4%. Apdés a fixacdo por 48
h, foram lavados com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e
desmineralizados por 21 dias em solucdo de EDTA & 10%, pH 7,4, a temperatura

ambiente.
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Figura 1. A) Exodontia atraumatica do 1° molar superior esquerdo B) Regido alveolar

imediatamente apds exodontia C) 1° molar superior evidenciando integridade das raizes.

Microscopia Confocal

As células NG2* foram investigadas no grupo de 3 dias por microscopia confocal
(n=3 por grupo). Apos a fixagdo, as amostras foram embebidas em sacarose
30% e incluidas em composto de temperatura 6tima (OCT) para crioseccao.
Secobes de 14 um do alvéolo foram coradas com DAPI e montados em laminas
usando Fluoroshield Mounting Medium (Abcam) e, posteriormente, analisadas
por microscopia confocal (Eclipse Ti com cabeca confocal A1R, Nikon, Japéo),
sob objetiva Plano Apo 10x. O canal vermelho (DsRed) correspondente aos
pericitos (marcacdo NG2) foi avaliado separadamente e analisado por
intensidade de fluorescéncia (valores médios de cinza) utilizando o software Fiji
(NIH, Bethesda, Maryland, USA).

Anélise histoldgica

As amostras foram avaliadas macroscopicamente e processadas por técnica
histologica de rotina em série ascendente de alcool e xilol, seguido de incluséo
(Do Valle et al., 2020). Coloracdo de Hematoxilina & Eosina (H&E) foi utilizada

para observacao do tecido de granulacdo, enquanto Tricromico de Masson foi



utilizado para quantificacdo da neoformacdo 6ssea, ambos aos 3 e 7 dias
experimentais (Do Valle et al. 2020).

Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade e, em seguida, diferencas entre
0s grupos foram analisadas pelo teste t de Student ndo pareado utilizando o
software Graph Pad Prism 8.0 (GraphPad Prism versdo 8.0c para Mac,
GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

PBM aumento numericamente a quantidade de pericitos NG2 porém nao sendo

estatisticamente significativo

A analise da intensidade de fluorescéncia por valores médios de cinza nao
revelou diferenca estatistica significativa entre o grupo controle ndo-irradiado
(CTRL) e PBM (p < 0,05). Tanto na regido perialveolar em tecido 6sseo, quanto
na regido de tecido de granulacdo, a andlise de 3 dias mostrou valores
numericamente maiores para o grupo PBM, sem que essa diferenca fosse

significativa (p > 0,05) (Figuras 2 e 3).
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Figura 2: Graficos de barras mostrando a quantificagdo de células NG2* pela média dos valores de cinza

no tecido de granulacéo (A) e perialveolar (B). CTRL: Controle, PBM= Photobiomodulation
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Figura 3: Rastreamento de células NG2* no 3°dia pos-operatorio. O merge € representado pela

sobreposigdo da fluorescéncia dos canais DAPI e DsRed. Marcacdo NG2* na area perialveolar



(seta azul), estruturas sugestivas de vasos sanguineos (seta branca), delimitacdo do tecido

0sseo (traco amarelo) e tecido de granulacgao (tracejado branco).

PBM ndo demonstrou avancos na neoformacao éssea aos 3 dias

A analise de neoformacéo 0ssea e quantificacdo de tecido de granulacédo aos 3
dias esta representada na Figura 4A. No primeiro tempo experimental, a
quantificacdo 6ssea apresentou-se significativamente maior no grupo controle
do que no grupo PBM (p < 0,05). A presenca de tecido de granulacéo, entretanto,

foi maior no grupo PBM (p < 0,05).
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Figura 4: Os gréficos de barras demonstram a diferenga entre os grupos na quantidade de tecido

de granulagéo (A) e tecido dsseo presente (B).
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Figura 5: Fotomicrografias representativas da regiao do alvéolo do primeiro molar superior aos 3

dias coradas com Tricrbmico de Masson e H&E. Asterisco indicando a estrutura dentaria.

A PBM promoveu o fechamento mais uniforme do tecido gengival gue recobre o

alvéolo
O grupo experimental de 7 dias tratado com a PBM revelou recobrimento

homogéneo da regido da exodontia na maioria das amostras (Figura 6). No
controle, foi possivel perceber regibes de fechamento epitelial incompleto em

alguns espécimes.

CTRL

Figura 6: Aspecto cicatricial do local da exodontia.



Aos 7 dias, foi possivel perceber o aumento da area epitelial no grupo PBM
Figura 7A) (p > 0,05). Entretanto, essa nao foi uma diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controle (Figura 7A). O epitélio do grupo PBM pareceu

qualitativamente mais diferenciado que no grupo CTRL (Figura 8).

Menor quantidade de tecido de granulacdo estava presente nos grupos tratados

com PBM

Numericamente, foi possivel perceber maior neoformacdo 6ssea no grupo
tratado pela PBM, embora essa diferenca ndo tenha se mostrado significativa
(Figura 7B). O tecido de granulagdo, entretanto, apresentou-se
significativamente reduzido no grupo PBM em relagc&o ao controle aos 7 dias de

avaliacao (p < 0,05) (Figura 7C).
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Figura 7: Os graficos de barras mostram a mensuracgédo da area epitelial, tecido ésseo e granulagdo. Os

dados mostram a reducéo significativa do tecido de granulacdo aos 7 dias.



CONTROLE

- Lo < =< Do 7 -

seip L

Figura 8: Fotomicrografias representativas dos g_rupos CTRL e PBM aos 7 dias coradas em H&E da

regido de alvéolo dentario (A). Fotomicrografias representativas dos grupos CTRL e PBM aos 7 dias

coradas em Tricrdmico de Masson.




DISCUSSAO:

A PBM e sua eficacia clinica tem sido amplamente relatada na literatura,

principalmente em processo de reparacéao tecidual [9,10,18,19]. A PBM possui
efeitos imunomodulatorios que promovem a aceleracdo da cicatrizacdo de
feridas e o alivio da dor. Evidéncias acumuladas demostram que a PBM melhora
a cicatrizacao alveolar apos a extracéo dentéria [20,21,9,4].
No presente estudo, o grupo tratado com a PBM mostrou visualmente uma
melhor cicatrizacdo do tecido gengival que recobre o alvéolo. O tecido gengival
nesse grupo teve o fechamento epitelial qualitativamente mais uniforme quando
comparado ao controle. A melhora do aspecto cicatricial da ferida pode ser
explicada pela interacdo do laser com tecido lesionado. Noda et al., (2016)
mostrou em um modelo de extracdo dentaria em ratos que a cicatrizacdo de
tecido mole sobre o alvéolo de fato foi mais evidente no grupo PBM quando
comparado o controle [11]. A rapida reepitelizacdo pode ser interessante para
estabilizacdo do coagulo na cavidade alveolar favorecendo a preservacdo da
altura alveolar.

A PBM é conhecida por aumentar a producdo da ATP gerando mais
energia para maquinaria celular, o que permite o aumento da funcdo e do
metabolismo celular em tecidos isquémicos, feridos ou mal perfundidos
[22,13,10,18]. Além disso, a PBM aumenta a proliferacédo celular e a mobilidade
de queratindcitos e fibroblastos, que sdo importantes para cicatrizacao de feridas
[19]. Dessa forma, o fechamento alveolar acelerado pelo laser demonstra
beneficios clinicos como a reducdo do desconforto gerado pelo alvéolo vazio e

a melhora da recuperacao pos-cirurgica [23].



Em nosso estudo, foi utilizado um modelo de camundongos transgénicos
que possui fluorescéncia enddgena para células NG2*, um dos marcadores
classicos de pericitos. Estas células sdo conhecidas por estarem distribuidas em
torno de vasos sanguineos [16]. Até o momento nenhum estudo investigou a
relacéo funcional dos pericitos e da PBM na cicatrizagcdo alveolar apés a extracao
dentéria. Num estudo realizado por Supakul et al., (2019) em modelo de fratura
0ssea em camundongo e cultivo in vitro dessas células foi possivel notar a
participacdo dos pericitos na consolidagdo éssea [14]. De fato, os pericitos estdo
envolvidos com inumeras func¢des fisiolégicas e participam da regeneracéo de
varios tecidos em resposta ao trauma [17]. Apesar da indicacao da participacao
dessas células no reparo alveolar, no presente estudo ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo o controle e PBM. Entretanto numericamente a PBM
induziu o aumento de células NG2* ja nos 3 dias pds-operatorios. O estudo em
namero maior de amostras e diferentes tempos experimentais podera gerar
conclusdes mais robustas a esse respeito.

Nossos achados demostram uma diminui¢do significativa no tecido de
granulacao no grupo tratado com laser, condizente com o efeito benéfico da PBM
na cicatrizacdo também relatada pelo estudo de Ayuk SM et al., (2012) [24]. A
PBM aumenta a proliferacdo osteoblastica, sintese de colageno por fibroblasto,
proliferacdo de células epiteliais e aumento da angiogénese influenciando
diretamente no processo de cicatrizacdo da ferida alveolar [25]. No entanto, a
neoformacéo 0ssea nao foi significativa no intervalo de 3 dias para o grupo PBM.
Diferentemente, no estudo de Daigo et al., (2020), no intervalo de 3 dias foi
possivel perceber sinais de reabsorcao e neoformacao 6ssea. Observamos que,

apenas no tempo de 7 dias, a PBM pareceu incrementar a neoformacao 0ssea



e reparo tecidual, particularmente pela reduzida quantidade de tecido de
granulacao observada nos grupos irradiados nesse tempo experimental. Noda
et al., (2016), em linha com nossos achados, também demostra avangos 6sseos
significativos no intervalo de 7 dias no grupo tratado laser. E digno de nota que,
o resultado da PBM pode ser varidvel e incompativel entre os estudos, pois h4
uma gama de parametros de irradiagdo descritos na literatura [22].

A PBM demonstrou ter efeitos positivos na cicatrizagdo alveolar. Tais
beneficios podem ser aplicaveis clinicamente para outros tratamentos, além da
exodontia, tais como: cirurgias periodontais, osseointegracdo de implantes,
mucosite, etc. O nosso estudo teve como limitacdo o baixo niumero amostral.
Todavia, os dados preliminares s&o um guia para o aprimoramento e ampliacédo
desse n. Outro fator limitante foi a disponibilidade reduzida de camundongos

transgénicos com fenotipo NG2*.

CONCLUSAO:
O presente estudo ndo demonstrou evidéncias que fossem significativas da
PBM na modulagéo de pericitos NG2. No entanto, houve indicios dos efeitos

terminais positivos do laser no reparo tecidual alveolar.
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