UNIVERSIDADE DE UBERABA
FABIANO MARTINS ALVES PINTO

AVALIACAO DA EFICACIA DA FOTOBIOMODULACAO COM
LASER 660nm NA PERIODONTITE INDUZIDA POR
LIGADURA EM RATOS WISTAR

Uberaba, MG
2015



FABIANO MARTINS ALVES PINTO

AVALIACAO DA EFICACIA DA FOTOBIOMODULACAO COM
LASER 660nm NA PERIODONTITE INDUZIDA POR
LIGADURA EM RATOS WISTAR

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Odontologia da Universidade de
Uberaba, area de concentracdo Biopatologia,
como requisito parcial para obtengdo do titulo
de Mestre em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Geraldo Thedei Junior

Uberaba, MG
2015



Dedico este trabalho

A minha amada esposa Elizandra,
companheira incansavel e dedicada nessa
minha jornada pelos meus objetivos, meu
porto seguro e razao de todo o meu amor

e carinho.



AGRADECIMENTOS

Aos meus filhos Leonardo e Luanna; seus sorrisos e alegria me motivam cada dia mais a

perseguir meus sonhos e lhes ensinar o caminho do bem.

Aos meus pais Cecilia Martins da Costa Pinto e Vanderlei Alves Pinto. Apesar da auséncia de

tantos anos sinto vocés proximos e confiantes no meu sucesso.

A minha querida tia Edila. Pelo amor incondicional e por acreditar sempre no meu potencial,
apoiando e incentivando todos os meus sonhos e objetivos de vida. Fazendo por mim o papel

de pai e mae que me conforta tanto. A vocé, minha eterna gratidao e todo o meu amor.

Ao Prof. Dr. Geraldo Thedei Junior meu orientador, por ter acreditado em mim e me dado a
oportunidade de trabalhar com ele. Pelos ensinamentos, dedicacdo e seriedade que estdo
presentes no seu trabalho. Pela amizade na condugao dos passos necessarios a conclusao deste

trabalho. Um exemplo na orientagao e conduta cientifica.

A Profa. Dra. Sanivia Aparecida Lima Pereira pela grande ajuda neste meu trabalho, amizade

e paciéncia em transmitir o conhecimento quando muito precisei. Meu muito obrigado.

Ao Prof. Dr. Tony de Paiva Paulino pela presteza no auxilio aos materiais de pesquisa, pela

amizade e bons conselhos durante a execucao deste trabalho.

Aos amigos técnicos do Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Uberaba, em

especial aos técnicos Aline , Rayane e Luiz Fernando pela ajuda imensuravel.

Aos alunos de iniciagdo Cientifica da Universidade de Uberaba, em especial a Isabela

Guimaraes Teodoro pela imensa ajuda na condugdo dos trabalhos de laboratério.

Aos professores das disciplinas oferecidas, por todos os bons e sabios ensinamentos.



O importante € nao parar de questionar.

Albert Einstein



RESUMO

O presente trabalho estudou o efeito da irradiagdo com luz laser 660nm em gengivas e
mandibulas de ratos Wistar induzidos a periodontite por ligadura. No experimento, foram
utilizados 20 animais, sendo cinco animais controle (sem ligadura) e 15 animais submetidos a
inser¢cao de uma linha ao redor do primeiro molares direito e esquerdo (“ligadura”). Apds uma
semana, os animais submetidos a ligadura foram divididos em trés grupos, a saber: Grupo
evolugdo natural: animais que, ap6s a remocao da ligadura, permaneceram em recuperagao
espontanea, sem laserterapia por sete dias. Grupo eutandsia imediata: Animais que foram
eutanasiados imediatamente apds a remogao da ligadura. Grupo LLLT: animais que , apos a
remogao da ligadura, receberam sessoes diarias de laser (660 nm) por sete dias. As sessoes de
laser foram realizadas uma vez ao dia, sob anestesia geral, e fluéncia de 2,1 J/em® no modo
continuo, aplicado de forma pontual ao redor da inser¢ao gengival durante um minuto. Apos a
eutanasia dos animais, as gengivas ¢ mandibulas foram analisadas quanto a densidade de
colageno, leucdcitos, mastdcitos e células marcadas com anticorpos anti-IL-17 e foi avaliada a
reabsorcao 6ssea ao redor da raiz mésio-vestibular dos primeiros molares inferiores esquerdo
e direito. Mandibulas e gengivas foram submetidas a processamento histologico de rotina e
coloragdo com pela hematoxilina-eosina. Gengivas também foram coradas para identificacdo
de mastocitos (fucsina acida) e colageno (picro sirius), além de tratamento imunohistoquimico
contra IL-17. A utilizacdo da LLLT, com comprimento de onda de 660nm induziu um
aumento na densidade de coldgeno, sugerindo que a laserterapia induz a formagdo de
colageno, aumenta a densidade de leucocitos, indicando uma agdo pro-inflamatoria nas
condigdes testadas, também um significativo aumento na densidade de mastocitos, sugerindo
o potencial da LLLT no recrutamento deste tipo celular. Houve aumento nas células marcadas
com anticorpo anti-IL-17. No entanto, ndo houve efeito significativo na profundidade de
reabsor¢ao Ossea em relacdo ao grupo de evolugdo natural. Podemos concluir que a LLLT
com laser de 660nm e 2,1 J/cm? tem um efeito pro-inflamatorio uma vez que induziu aumento
na densidade leucdcitos, mastocitos e células marcadas por anticorpo anti-IL-17 nas gengivas
de ratos Wistar induzidos a periodontite. Além disso, a LLLT nas condigdes testadas tem o
potencial de induzir a produgdo de colageno, porém nao tem o potencial para induzir
reparagao Ossea, provavelmente pela indugdo da expressdao de IL-17 um antagonista deste

Processo.

Palavras-chave: terapia laser de baixa intensidade, periodontite, fotobiomodulagao.



ABSTRACT

This work studied the effect of 660nm laser light irradiation on Wistar rats gums and jaws
induced to periodontitis by ligature. In the experiment, 20 animals were used, being 5 control
animals (without ligature) and 15 animals subject to the insertion of a line around the lower
first left and right molars (ligature). After one week, the animals subject to ligature were
divided into three groups, being: natural evolution group: animals that, after the removal of
the ligature remained in spontaneous recovery, without laser therapy for seven days;
Immediate euthanasia group: Animals that have been immediately euthanized after removal of
ligature; LLLT group: animals that, after the removal of the ligature, received daily sessions
of laser (660 nm) for seven days. The sessions of laser were conducted once a day, under
general anesthesia and 2,1 J/cm? fluency in continuous mode, applied in a punctual fashion
around the gum insertion for one minute. After euthanasia of the animals gums and jaws have
been analysed so as regarding collagen density, leukocytes, mast cells and cells marked with
antibodies anti-IL-17 and bone reabsorption around mesiobuccal root of the lower first left
and right molars was assessed. Jaws and gums have been subject to routine histological
processing and staining by hematoxylin-eosin. Gums have been stained as well for the
identification of mast cells (fuchsin acid) and collagen (picrosirius), in addition to
immunohistochemical treatment against IL-17. Using LLLT, with a 660nm wave length
induced an increase in collagen density suggesting that laser therapy induces the formation of
collagen, increases leukocyte density, indicating a pro-inflammatory action under tested
conditions, as well as a significant increase in the mast cells density, suggesting LLLT
potential for the recruitment of this type of cell. There has been an increase in cells marked
with antibody anti-IL-17. However, there was no significant effect over bone reabsorption
depth in relation to the natural evolution group. We are entitled to conclude that LLLT with
660nm laser and 2,1 J/cm? has a pro-inflammatory hence, it has induced increase in the
leukocyte density, mast cells and cells marked with the antibody anti-IL-17 in gums of Wistar
rats induced to periodontitis. Besides that, under the conditions tested, LLLT has the potential
to induce collagen production, however it has no potential to induce bone repair, probably due

to the induction of the expression of IL-17, an antagonist to this process.

Keywords: low level laser therapy, periodontitis, photobiomodulation.
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INTRODUCAO

As doengas periodontais sdo infecgdes cronicas que envolvem a destruicdo do aparelho de
suporte de dente, incluindo a gengiva, o ligamento periodontal e osso alveolar. Estas doencgas
sdo iniciadas por um acumulo local de bactérias adjacentes ao dente. As doengas periodontais,
incluindo gengivite e periodontite, podem afetar um ou mais dentes, e se ndo forem tratadas,
podem levar a perda do dente. E a condigdo dental mais comum em adultos, e sdo também as
doencas inflamatorias cronicas que mais afetam a maioria da populacdo por todo o mundo.
Embora o biofilme seja essencial para a inicio das doengas periodontais, a maioria dos
processos destrutivos associados com estas doencas se devem a uma resposta excessiva do
hospedeiro ao desafio bacteriano. Portanto, as doengas periodontais sdo multifatoriais e

complexas (NOVAK, 2002).

As doengas periodontais podem ser classificadas em duas categorias gerais denominadas
gengivite e periodontite, com base na ocorréncia ou nao de perda Ossea. A gengivite €
considerada uma forma reversivel da doenga, e, geralmente, envolve a inflamagao dos tecidos
gengivais sem perda de insercao de tecido conjuntivo e nem perda 6ssea (MARIOTTI, 1999).
A periodontite ¢ definida como a presenca de inflamagao gengival em locais onde houve um
descolamento patologico das fibras colagenas do cemento, o epitélio juncional tenha migrado
apicalmente, e perda O6ssea pode ser detectada por exame radiografico. Os eventos
inflamatérios associados a perda de inser¢ao de tecido conjuntivo levam a reabsor¢do de

por¢des coronais do osso alveolar de suporte do dente (VAN DYKE, 2008).

O periodonto (peri = em torno do, odontos = dente) compreende a gengiva, o ligamento
periodontal, o cemento, ¢ o osso alveolar (Figura 1). A principal fungcdo do periodonto
consiste em ligar o dente ao tecido dsseo das maxilas e manter a integridade da superficie da

mucosa mastigatoria da cavidade oral (LINDHE, 2005).
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos componentes
do periodonto:

a gengiva (G), o ligamento periodontal (PL), o
cemento (RC), o osso alveolar (AP) e osso
alveolar propriamente dito (ABP) (Lindhe, J.,
2010).

Da saude a doenca, mudangas de composi¢cdo ocorrem a partir de células bacterianas gram-
positivas, organismos ndo moveis € cocos, para gram-negativas, organismos moveis e
espiroquetas. Subprodutos bacterianos como lipopolissacarideo (LPS), que ¢ uma endotoxina
bacteriana que induz efeitos inflamatorios e pro-coagulantes, induzem as células do sistema
imunologico do hospedeiro, especialmente leucdcitos e uma resposta inflamatoria causando
perda de tecido periodontal (OFFENBACHER, 1996). Analises moleculares da microbiota
periodontal revelaram profundas mudancgas na estrutura do biofilme associados a transi¢ao da

saude a doenga (WADE, 2011).

As bactérias do complexo vermelho (SOCRANSKY, 1998), incluindo, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola demonstraram ter mais estreita
associacdo com a severidade da periodontite. Além deste grupo, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia (HAFFAJEE e SOCRANSKY, 2000)
também estao associadas. No entanto, as pesquisas sugerem que a patogénese da periodontite
envolve sinergia polimicrobiana e disbiose. A disbiose da microbiota periodontal significa
uma alteracdo relativa dos componentes individuais da comunidade bacteriana em
comparagdo com a sua abundancia na saude periodontal, levando a alteracdes na interagdo

microrganismo e hospedeiro suficientes para iniciar a inflamacao e perda 6ssea (Figura 2).
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Figura 2 - Sinergia polimicrobiana e disbiose
(estado alterado da ecologia microbiana na
cavidade oral) em hospedeiros suscetiveis
induz periodontite (HAJISHENGALLIS et al.,
2014).

Pesquisas recentes tém produzido novos dados sobre os mecanismos biologicos que podem
ser importantes na modulacdo dos processos patoldgicos envolvidos na periodontite,
incluindo inflamagao localizada persistente e perda ossea alveolar (HAJISHENGALLIS et al.,
2014). Estas pesquisas sugerem que o P. gingivalis, pode modificar a resposta imune
adaptativa. Especificamente, a interaccdo de P. gingivalis com células dendriticas induz um
padrao de citocinas que favorece a polarizagdo de células T helper (Th) 17
(MOUTSOPOULOS, 2012).

Uma rede complexa de citocinas ¢ sintetizada em resposta a estas bactérias
periodontopatogénicas e desempenha um papel importante na doenga periodontal (OPAL e
DEPALO, 2000; SALVI e LANG, 2005). A IL-17 ¢ uma citocina pro-inflamatéria que
estimula uma variedade de células para produzir mediadores inflamatorios tais como IL-1, IL-
6 ¢ TNF-a. Embora as vias de sinalizagao Th17 sdo principalmente associadas a protecao
contra bactérias via recrutamento de fagocitos, eles também tém sido citadas no aumento de

reabsorcao ossea alveolar (SHAKER, 2012).
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A interleucina (IL) -17 promove a granulopoiese e atua no recrutamento, ativagdo € a
sobrevivéncia de neutrofilos (YE et al, 2001; VON VIETINGHOFF e LEY, 2008). O influxo
de neutrofilos da circulacdo para os tecidos afetados ¢ um elemento chave da resposta
inflamatoéria a infeccao ou lesdo. O processo pelo qual os neutrofilos sdo recrutadas para os
tecidos inflamados ¢ complexo, envolvendo a sua adesao a células endoteliais, o rastreamento
para detectar locais para transmigracdo, o extravasamento para dentro dos tecidos e a

migracao para o local da lesao (HAJISHENGALLIS et al., 2014).

O aumento na expressao da IL-17 promove osteoclastogénese e esta associada com a perda
ossea, € estes niveis elevados de IL-17 sdo encontrados no fluido crevicular de bolsas
periodontais de pacientes com periodontite. Células Th17 um subconjunto de células T
caracterizadas como produtoras de IL-17 foram recentemente identificadas em lesdes cronicas
periodontais. Dados indicam que a IL-17 ¢ crucial na prote¢do contra patdogenos extra-
celulares e pode desempenhar um papel duplo: melhorar o controle de patéogenos e promover
a reabsorcao alveolar quando liberado em quantidades excessivas. A IL-17 exerce a sua
atividade osteoclastogénica realgando a expressdao de RANKL em osteoblastos e células LT
CD4+. Além disso, a IL-17 contribui para a inflamagao local, recrutamento e ativacao de
células imunes, o que conduz a uma abundancia de citocinas inflamatdrias, tais como IL-5 e

TNF-0, e RANKL (VERNAL, 2005; CARDOSO, 2009; DI BENEDETTO et al., 2013).

Abordagens terapéuticas para a periodontite recaem em duas categorias principais: tratamento
anti-infeccioso, que ¢ concebido para impedir a progressao da perda de insercao periodontal
por eliminagdo dos factores etioldgicos; e tratamento regenerativo que destina-se a restaurar
as estruturas destruidas pela doenca. Essencial para ambas as abordagens de tratamento ¢ a
inclusdo de procedimentos de terapia periodontal de suporte (RAMFJORD, 1993;
COCHRAN et al., 2014).

A terapia anti-infecciosa inclui as abordagens quimioterdpicas € mecanicas para minimizar ou
eliminar o biofilme microbiano, que ¢ a etiologia primaria da gengivite e periodontite. Terapia
mecanica consiste no desbridamento das raizes pelo uso meticuloso de raspadores de mao ou
motorizados para remover o biofilme, endotoxinas presentes no cemento, calculo e outros
fatores locais retentivos. O termo terapia mecanica refere-se tanto a raspagem supra como

subgengival, bem como o alisamento radicular. Em teoria, estes procedimentos sao diferentes,
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mas no ponto de vista da maioria dos clinicos, a diferenca entre e raspagem e alisamento

radicular ¢ realmente uma questao de grau de lisura da superficie (COBB, 1999).

Historicamente, as estratégias para a regeneragao periodontal tem focado predominantemente
em substitutos Osseos, na aplicacdo de barreiras de membrana para preenchimento de
defeitos, e uso de biomodificadores de superficie associados a fatores de crescimento celular.
Mais recentemente, um numero grande de tecnologias evoluiram e podem ser vistas como as
abordagens terapéuticas emergentes para a regeneragdo periodontal. A aplicacao de terapia de
proteina e peptideo, a terapia celular, a terapia genética, a aplicacdo de arcabougos 0sseos,
anabolicos 6Osseos e lasers sdo consideradas tecnologias emergentes para a regeneragao

periodontal (COCHRAN et al., 2014).

A terapia laser de baixa intensidade (Low Level Laser Therapy - LLLT) foi introduzida como
uma modalidade terapéutica, ja em 1968. A LLLT demonstra ser eficaz no tratamento da
micro-circulagdo comprometida, cicatriza¢ao de feridas, no alivio da dor, na consolidagao da
fraturas, e redu¢do da inflamagdo e inchaco. A por¢ao proxima ao infravermelho do espectro
tem demonstrado ser altamente absorvida, ter efeitos terapéuticos e unicos em tecidos vivos e
fornecer os melhores resultados. A LLLT reduziu a inflamagdo gengival e melhores
resultados terapéuticos sdo alcangados quando ela foi aplicada durante a terapia periodontal

tradicional (HOURELD et al., 2008; OBRADOVIC et al., 2009; AKYOL , 2011).

A LLLT tem sido testada em muitos estudos com animais para examinar a influéncia da
radiacao laser sobre o processo de cicatrizacdo da ferida, no entanto, apenas recentemente,
tem havido um interesse crescente no uso da LLLT na cicatrizagdo gengival, nos varios
procedimentos cirurgicos periodontais. A LLLT usa a luz do laser de baixa poténcia na faixa
de 1-1000 mW, em comprimentos de onda 632-1064 nm, para estimular uma resposta
biologica. Estes lasers ndo emitem calor, som ou vibragao. Em vez de gerar um efeito térmico,
a LLLT atua induzindo uma reacao fotoquimica na célula, um processo referido como bio-
estimulagdo ou fotobiomodulagao, portanto, os efeitos térmicos a este comprimento de onda
sdao insignificantes. A LLLT demonstra ndo so acelerar a cicatrizacdo de feridas, atuando
sobre as cé¢lulas inflamatorias, mas também melhorando a micro-circulagao. Lasers também
tém sido utilizados para reduzir a dor, resultando em um minimo desconforto pos-operatorio.
O efeito terapéutico ¢ produzido pela absorcao destes comprimentos de onda em foto-

receptores dentro dos componentes intracelulares, especialmente na cadeia de transporte de
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elétrons dentro das membranas das mitocondrias. Isto faz com que a ativacdo da cadeia
respiratoria, na oxidagdo de NADH, cause o aumento da oferta de ATP, resultando na
estimulagdo das fungdes normais de células (KARU, 1986; SATO et al., 1994; HASHIMI et
al., 2010).

Na literatura, hd uma grande variedade de estudos in vitro e in vivo, tanto em modelo animal
quanto humano, sobre os efeitos da LLLT nos mecanismos de reparo 6sseo. Dentre as reacdes
teciduais biomoduladas pela irradiagdo a laser, citam-se um aumento da proliferacdo celular,
aumento da atividade dos osteoblastos, da vascularizacdo e¢ da formacao oéssea, maior
deposicao de colageno, além de propriedades analgésicas e anti-inflamatorias, acelerando o
inicio do processo cicatricial (LUGER, 1998; WEBER et al., 2006; PINHEIRO e¢ GERBI,
2006; CERQUEIRA et al., 2007; LIU et al., 2007; FREEDO et al., 2009).

Muitos destes estudos utilizaram o laser diodo de arseneto de gélio e aluminio, GaAlAs, com
resultados efetivos em varias situagdes que envolvem reparo Osseo. Seus efeitos
biomoduladores positivos foram demonstrados em areas de fraturas (LIU et al., 2007;
SHAKOURI et al., 2010), em defeitos 6sseos in vitro (GUZZARDELLA et al., 2002),
defeitos 6sseos in vivo, (SILVA JUNIOR et al., 2002; AKYOL ¢ GUNGORMUS, 2010),
defeitos periodontais (ABOELSAAD et al., 2009), em areas de enxerto (GERBI et al., 2005;
WEBER et al., 2006), areas de distragio osteogénica (HUBLER et al. 2010) e na
osseointegracdo de implantes (CAMPANHA et al.,, 2010). O comprimento de onda
infravermelho confere uma maior capacidade de penetracdo nos tecidos bioldgicos,
permitindo alcangar e agir sobre o osso subjacente (SILVA JUNIOR, et al., 2002; PINHEIRO
e GERBI, 2006; CAMPANHA et al., 2010; SHAKOURI et al., 2010).

Baseado no exposto acima, o presente estudo se propde a avaliar o efeito da

fotobiomodulacao na gengiva e mandibulas de ratos wistar induzidos a periodontite.
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HIPOTESE

A hipotese alternativa deste trabalho foi que o tratamento com o laser no comprimento de
onda de 660nm promova uma neo-formagdo Ossea nas mandibulas e melhore a resposta

inflamatéria nas gengivas de ratos Wistar induzidos a periodontite induzida por ligadura.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar o efeito da irradiagao com luz laser 660nm em gengivas ¢ mandibulas de ratos Wistar

induzidos a periodontite por ligadura.

Objetivo especifico

Determinar o efeito da irradiagao com luz laser 660nm, nos seguintes parametros:

* densidade de leucocitos nas gengivas;

* densidade de mastdcitos nas gengivas;

* densidade de células marcadas por anticorpo anti-IL-17 nas gengivas;
* porcentagem de colageno nas gengivas;

* reabsor¢do dssea ao redor da raiz mésio vestibular do primeiro molar inferior.
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MATERIAL E METODOS

Animais

O estudo foi realizado com ratos machos adultos da linhagem Wistar, pesando entre 250g e
350g, provenientes do Biotério da Universidade de Uberaba (UNIUBE). Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno, com acesso livre a dieta composta por ragdo comercial
para ratos da marca Labina e agua ad libitum. A temperatura foi mantida em 22°C e
luminosidade programada para ciclos claro/escuro com duracdo de 12 horas cada ciclo. Os
experimentos seguiram as normas de manejo € experimentagdo em animais, preconizadas pelo
Colégio Brasileiro Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica

em Experimenta¢ao Animal da Universidade de Uberaba, conforme o Processo 027/2012.

Inducgdo da periodontite

Os animais foram anestesiados utilizando Xilazina (relaxante muscular - Dopaser - Hertape
Calier) na dose de 5 mg/kg e Ketamina (anestésico - Dopalen - Ceva) na dose de 95 mg/kg de

massa corporal, administradas via intraperitoneal.

Sobre uma mesa de suporte, os animais ja anestesiados foram preparados para colocagao de
um fio de linha nimero 10 de algoddo, denominado “ligadura” (Figura 3) conforme descrito

por CARVALHO et al (2011).

Figura 3 - Imobilizagdo do animal anestesiado sobre a mesa suporte.

A ligadura foi colocada (imobilizada) em torno dos primeiros molares dos lados direito e
esquerdo da mandibula dos animais utilizando-se uma lima endoddntica nimero 40 (Figura 4)

para abrir as ameias entre o primeiro e segundo molares e fixando-a com um no, apods a
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colocagao da ligadura. As ligaduras foram removidas ap0s sete dias, periodo suficiente para a
inducdo da doenga periodontal experimental, de acordo com estudos prévios (CARVALHO et

al, 2011).

Figura 4 - Separagdo das ameias entre o primeiro e segundo
molares utilizando uma lima endodontica 40, abrindo espago para a
insercdo da ligadura.

Grupos e desenho experimental

No experimento, foram utilizados 20 animais, divididos em quatro grupos, a saber:

* Grupo Evolucao Natural: Formado por cinco animais que permaneceram com a ligadura
por sete dias e, apOs a sua remoc¢ao, permaneceram em recuperacdo espontanea (sem

laserterapia) por sete dias, sendo entdo eutanasiados.

* Grupo Eutanasia Imediata: Formado por cinco animais que permaneceram com a ligadura

por sete dias e foram eutanasiados imediatamente apds a remogao da ligadura.

* Grupo LLLT: Formado por cinco animais que permaneceram com a ligadura por sete dias
e, apos a sua remocgao, receberam sessoes diarias de laser (660 nm) por sete dias e foram
eutanasiados um dia apo6s a ultima sessdo de laserterapia. As sessdes de laser foram
realizadas uma vez ao dia, sob anestesia geral, e fluéncia de 2,1 J/em? no modo continuo,

aplicado de forma pontual ao redor da insercdo gengival durante um minuto.

*  Grupo Controle: Formado por cinco animais que foram eutanasiados sem terem recebido a

ligadura ou tratamento com laser.
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Tratamento com laser

Foi utilizado o equipamento LASERPULSE (IBRAMED, Brasil) acoplado a uma Caneta
Laser 660nm (IBRAMED, Brasil), operando no modo continuo. A fluéncia testada foi de 2,1
J/em?, utilizando uma poténcia de 36mW/cm?, aplicada uma vez ao dia por um minuto de
cada lado da mandibula, durante sete dias, como relatado em dados da literatura
(CARVALHO et al., 2011). A mensuracgao da fluéncia e poténcia foi feita através de um leitor
LASER METER, modelo FIELDMATE (COHERENT, USA) e cabeca de detec¢gado POWER
MAX PM3 (COHERENT, USA).

Figura 5 - Caneta laser operando em modo continuo
sobre a area dos dentes com as ligaduras.

Para serem submetidos a aplicagdo do laser, os animas foram previamente anestesiados e
posicionados no suporte (Figura 5). A caneta emissora do laser foi posicionada a uma

distancia de 5 mm do primeiro molar inferior lado direito e esquerdo.

Anestesia e remocdo do tecido a ser analisado

Para a eutanasia dos animais, foi aplicado Xilazina e Ketamina aprofundando a anestesia (4
vezes a dose anestésica usual) intraperitoneal. Os animais foram entdo decapitados com
auxilio de guilhotina e a cabeca foi imersa em formol 10% tamponado, onde permaneceu por
um periodo de 24 horas, a fim de fixar os tecidos e evitar a sua maceragdo durante o manuseio
para retirada da mandibula e da gengiva. Apds este periodo as mandibulas foram retiradas,

sem separar as metades.
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Desmineralizagdo e processamento histologico

As mandibulas permaneceram por trés dias no formol 10% tamponado, tendo sido entdo
lavadas em agua corrente por um periodo de no minimo 12 horas, para posteriormente serem
imersas em solugdao desmineralizadora (EDTA 10%), cuja troca foi realizada de trés em trés
dias, testando em cada troca o grau de maciez da pega, por meio de incisdo feita com bisturi
nos dentes incisivos de cada peca. O procedimento foi repetido até que os incisivos pudessem
ser cortados com facilidade (consisténcia semelhante a tecidos moles), indicando uma
adequada descalcificacdo por aproximadamente trés meses. Nesse momento, as pecgas de
mandibulas foram divididas em metades direita e esquerda, o incisivo foi removido e o
fragmento com os trés dentes molares seguiu para o processamento histologico de rotina.
Durante todo o experimento as pegas foram devidamente identificadas com o grupo ao qual

pertenciam, o nimero do animal e o lado.

As gengivas dos lados vestibular e lingual da regido em torno do primeiro molar inferior
foram retiradas e fixadas novamente em formol 10% tamponado (Figura 6), seguindo entdao

para o processamento histoldgico de rotina.
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Figura 6 - Mandibula ja dissecada sem separar
as metades direita e esquerda e eppendorf
contendo formol tamponado a 10% e fragmentos
retirados das gengivas da 4area dos primeiros
molares inferiores dos animais.
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Fixacao: Os tecidos retirados para analise histopatologica foram fixados em formaldeido.
Desidratagdo: para retirada da agua dos tecidos, a fim de permitir a impregnagao da pega com
parafina, a peca foi submetida em banhos sucessivos de etanol de teor crescente (70% -

100%).

Diafanizacio: para impregnar a pega foi utilizado o xilol nas seguintes etapas: o tecido foi
submetido a alcool/xilol na concentragdo 1:1, por 30 minutos, apos foram realizados banhos

sucessivos de xilol: Xilol I - 25 minutos; Xilol II - 25 minutos; Xilol III - 25 minutos.

Impregnaciao pela parafina: as pecas foram submetidas a banhos de parafina a 60°C no

interior da estufa por duas horas.

Inclusio: pegas que estavam na estufa foram transferidas para a forma com parafina fundida

obtendo-se o bloco de parafina.

Microtomia: foram realizados cortes seriados de 6um de espessura no bloco de parafina com

0 auxilio de um microtomo.

Extensao: os cortes foram esticados em banho de dgua 50°C e pescados com a lamina para a
retirada das rugas provenientes dos cortes. Levou-se a lamina a platina aquecedora a 40°C,
por cinquenta minutos para a fixacdo do corte a lamina. Para os cortes destinados a

imunohistoquimica, estas ldminas foram previamente silanizadas.

Coloracao: eliminou-se a parafina com banhos sucessivos de xilol, hidrataram-se os cortes
com etanol de teor decrescente até a dgua, por 5 minutos cada. Procedeu-se a coloragdo com
hematoxilina por 50 segundos, lavou-se em agua corrente por aproximadamente 5 minutos,
corou-se com eosina por 50 segundos, desidratou-se em trés banhos de alcool absoluto por 5

minutos cada e apds trés banhos de xilol.

Imunohistoquimica: eliminou-se a parafina com banhos sucessivos de xilol, hidrataram-se os
cortes com etanol de teor decrescente até a agua, por 5-10 minutos cada. Em seguida as
laminas foram tratadas com acido citrico pH 6 (duas vezes cinco minutos). Ap6s 20 minutos
as laminas foram lavadas com 4dgua deionizada e incubadas com solu¢do de H202 1% em

metanol durante cinco minutos. Em seguida as ldminas foram lavadas duas vezes com tampao
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PBS por cinco minutos e incubadas com soro de bloqueio por uma hora em camara timida, de
acordo com as instrugdes do fabricante do anticorpo. Em seguida as laminas foram tratadas
com o anticorpo primdrio por doze horas, lavadas trés vezes com tampao PBS por cinco
minutos em camara umida na geladeira. Finalmente os cortes foram tratados com anticorpo
secundario durante 30 minutos a temperatura ambiente em camara umida, lavados trés vezes
com PBS e incubados com substrato de peroxidade de acordo com as instru¢des do fabricante.
Quando se observou coloracdo nos cortes as laminas foram lavadas com agua deionizada,
contra-coradas com hematoxilina, desidratadas com etanol (quatro banhos de 10 segundos) e

xilol (trés banhos de 10 segundos).

Montagem da lamina: ao final da preparacao, tantos as laminas coradas pelo HE quanto as
de imunohistoquimica foram coladas as laminulas com Entelan. Apos a montagem, as laminas

secam em temperatura ambiente para posterior analise histopatologica.

Foi utilizada apos a confec¢ao de cada lamina uma mascara em sua devida identificagdo, a
fim de se impossibilitar o reconhecimento dos grupos controle e experimentais, impedindo
dessa forma uma leitura subjetiva dos resultados e influenciar a leitura final, uma vez que, os

grupos eram identificados.

Quantificagdo do osso alveolar absorvido

Nos cortes de mandibula, identificou-se em qual corte o cemento comegava a aparecer na raiz
mésio-vestibular (MV) dos primeiros molares (direito e esquerdo) utilizando um microscopio
e a objetiva de 10X. A partir deste corte inicial, os outros cortes sequenciais foram analisados
até que até a raiz MV estivesse completamente circundada por osso. Nesse momento foi
realizada diferenca entre o corte final e o corte inicial de cada uma das hemi-mandibulas de

todos os animais utilizados. O resultado foi usado na anéalise estatistica.

Quantificagdo de mastocitos

Para a quantificagdo dos mastocitos utilizou-se as laminas coradas pela Fucsina acida com
azul de toluidina 0,5% e um microscopio de luz comum, com objetiva de 100X. Para a
obtencao da areca avaliada, com o auxilio uma lamina micrometrada, calculamos a area de

cada campo. Depois foram feitas as contagens de mastocitos por campo, considerando apenas
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0s mastdcitos que estavam no tecido conjuntivo € nao aqueles que estavam no epitélio. Com o
numero de mastocitos e a area, calculou-se a densidade de mastdcitos, sendo expressa em

namero de mastécitos por cm®.

Quantificagdo de leucocitos

Para a quantificagcdo dos leucocitos utilizamos as ldminas coradas pela eosina e hematoxilina e
um microscopio de luz comum, com objetiva de 100X. Realizou-se a contagem dos leucocitos
em todos os campos dos cortes. Para a obtencdo da area avaliada, com o auxilio de uma
lamina micrometrada calculamos a area de cada campo. Com o numero de leucoécitos,

calculou-se a densidade de leucocitos, sendo expressa em nimero de leucdcitos por cm’.

Quantificacgdo de colageno

A quantificacdo morfométrica de colageno tipo II e III, foi realizada em laminas coradas com
Picrosirius, e com a utilizacdo de uma lente para luz polarizada, foi feita a quantificacao da
fibrose observada pelo programa Axio-Vision 4 (Carl Zeiss, Alemanha). Na coloragdo
vermelho Picrosirius utilizada para analisar as fibras de coldgeno examinadas sob a luz
polarizada, as maiores aparecem fortemente birrefringentes em laranja ou de cor vermelha,
enquanto que as fibras colagenas finas sdo fracamente bi-refringentes e aparecem de cor
esverdeada. Esta birrefringéncia ¢ altamente especifica para colageno. O sistema de analise de
imagens utilizado foi com um microscoépio com camera para captura de imagens € um
computador no aumento de 63 vezes. A densidade de colageno, com auxilio da lente de luz
polarizada, aparece ao microscopio nas cores amarela, laranja e verde. Assim marcamos esses
feixes de fibras em cada campo observado na lamina, através do programa. Desta forma o

proprio programa nos deu os valores a serem avaliados na analise estatistica.

Quantificacdo de células marcadas com anticorpos anti-IL-17

Para a quantificacdo de células marcadas com anticorpos anti-IL-17 utilizamos as laminas
coradas por imunohistoquimica € um microscopio de luz comum, com objetiva de 100X.
Realizou-se a contagem das células marcadas com anticorpos anti-IL-17 em todos os campos

dos cortes. Para a obtengdo da area avaliada, com o auxilio de uma lamina micrometrada
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calculamos a area de cada campo. Com o numero das células marcadas, calculou-se a

densidade destas, sendo expressa em numero de células por cm?.

Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 6.0. Os resultados foram
primeiramente dispostos em uma planilha eletronica e em seguida procedeu-se a analise
estatistica. Inicialmente em todas as variaveis foram testadas a distribui¢gdo normal pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov e a variancia pelo teste de Barlett’s (homogeneidade). Como todos
os resultados ndo passaram no teste de normalidade e/ou homogeneidade, utilizou-se analise
de variancia ndo paramétrica a partir do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparagdo multipla de Dunn e os resultados foram expressos em mediana, minima e

maximo.

Normas para elaboracao do texto

Foi utilizada a NBR 14724/2011 - Informacao e documentacdo — Trabalhos académicos —

Apresentacao.
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RESULTADOS

Anadlise histologica de colageno

O grupo eutanasiado ao final do periodo de indug¢dao de periodontite apresentou niveis de
colageno ligeiramente inferiores aos dos grupos LLLT e controle, ligeiramente superiores aos
do grupo evolucao natural, embora sem diferenca estatistica significativa (Tabela 1). No
entanto o animal que, apos a indugdo da periodontite permaneceu em evolugdo natural durante
sete dias (sem laserterapia) nao retorna aos niveis de colageno de um animal que nao sofreu
ligadura (controle), enquanto o grupo que recebeu laserterapia durante os sete dias (grupo

LLLT) sim (Tabela 1).

Tabela 1 - Mediana, minimo ¢ maximo da densidade de colageno em porcentagem de area de colageno e
reabsor¢do 6ssea na raiz mésio-vestibular do primeiro molar de ratos Wistar.

Colageno Reabsorgio Ossea
Grupo n Mediana (Min/Max) n Mediana (Min/Max)
Evol. Natural 50 4.4 (0.25/13) 10 40 (30/40)
Eutan. Imed. 74 6.5 (0.19/39) 10 70*¢ (60/70)
LLLT 84 7.8° (0.10/31) 8 40 (20/50)
Controle 67 7.2° (0.04/33) 10 10" (1/20)

Grupo Evolugdo Natural: Ligadura por sete dias e, apds a sua remogdo, permaneceram em recuperagdo espontinea (sem
laserterapia) por sete dias, sendo ent3o eutanasiados.

Grupo Eutanasia Imediata: Ligadura por sete dias e foram eutanasiados imediatamente apds a remocao da ligadura.

Grupo LLLT: Ligadura por sete dias e, ap6és a sua remogdo, receberam sessdes diarias de laser por sete dias e foram
eutanasiados um dia apos a ultima sessdo de laserterapia.

Grupo Controle: Eutanasiados sem ter recebido a ligadura ou tratamento com laser.

Letras iguais, na mesma linha, diferenga estatisticamente significativa (p<0,01). Teste Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn.
Anadlise da reabsorg¢do ossea

Ao avaliarmos o corte no qual a raiz mésio-vestibular estava totalmente circundada pelo osso
alveolar, no grupo eutanasiado logo apds o periodo de indugdo da periodontite (grupo
eutanasia imediata) foi observado uma reabsor¢ao Ossea em torno da raiz mésio-vestibular
significativamente maior do que nos grupos evolucao natural (p=0,0148), LLLT (p=0,0499) e
controle (p< 0.0001) (Tabela 1). O grupo que foi eutanasiado apds 7 dias de evolugao natural

da periodontite apresentou reabsor¢do dssea numa profundidade semelhante ao do grupo
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tratado com a laserterapia (p>0.9999). Observa-se que no animal sem inducao de periodontite

praticamente ndo se observa reabsorc¢ao 6ssea em profundidade (Tabela 1).

Analise histologica de leucocitos

A Figura 7 mostra a densidade de leucocitos nos grupos estudados. Observa-se que o grupo
LLLT obteve uma densidade significativamente maior que os grupos evolug¢dao natural,
eutanasia imediata e controle (p< 0.0001, nas trés comparagdes). Observa-se também que o
grupo eutanasiado logo apos a inducao da periodontite apresentou densidade de leucocitos
menor que o grupo de evolucao natural, porém sem diferenca estatistica (p>0.9999). Nao ha

diferenca entre o grupo de evolucao natural e o grupo controle (p> 0.9999).

Leucoécitos
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Figura 7- Densidade de leucc')citos/cmz, analisada apos sete dias com
ligadura e diferentes tratamentos.

Grupo Evolucdo Natural: Ligadura por sete dias e, apds a sua remogao,
permaneceram em recuperacdo espontanea (sem laserterapia) por sete dias,
sendo entdo eutanasiados. Grupo Eutanasia Imediata: Ligadura por sete dias
e foram eutanasiados imediatamente apos a remogdo da ligadura. Grupo
LLLT: Ligadura por sete dias e, apds a sua remog¢do, receberam sessoes
diarias de laser por sete dias e foram eutanasiados um dia apds a ultima
sessdo de laserterapia. Grupo Controle: Eutanasiados sem ter recebido a
ligadura ou tratamento com laser. Letras iguais, diferenca estatisticamente
significativa (p<0,01). Teste Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn.
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Anadlise histologica de mastocitos

A Figura 8 mostra a densidade de mastocitos nos grupos estudados. Observa-se que o grupo
LLLT obteve uma densidade significativamente maior que os grupos evolucao natural (p<
0.0001), eutandsia imediata (p< 0.0001) e controle (p=0,0491). Observa-se também que o
grupo eutanasiado logo apds a indugdo da periodontite apresentou densidade de mastocitos
significativamente maior que o grupo de evolug¢do natural(p=0,0001) e significativamente
menor que o grupo controle (p=0,0388). O grupo de evolugao natural apresentou densidade de

mastdcitos significativamente menor que o grupo controle (p<0.0001).

Mastocitos
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Figura 8 - Densidade de mastécitos/cm?, analisada apos sete dias com ligadura
e diferentes tratamentos.

Grupo Evolugdo Natural: Ligadura por sete dias e, apoés a sua remocao,
permaneceram em recuperagdo espontanea (sem laserterapia) por sete dias,
sendo entdo eutanasiados. Grupo Eutanasia Imediata: Ligadura por sete dias e
foram eutanasiados imediatamente apos a remogdo da ligadura. Grupo LLLT:
Ligadura por sete dias e, apds a sua remog¢do, receberam sessdes diarias de laser
por sete dias e foram eutanasiados um dia ap6s a tltima sessdo de laserterapia.
Grupo Controle: Eutanasiados sem ter recebido a ligadura ou tratamento com
laser . Letras iguais, diferenga estatisticamente significativa (p<0,01). Teste
Kruskal-Wallis, pos-teste de Dunn.



32

Anadlise histologica de células marcadas por anticorpo anti-IL-17

A Figura 9 mostra a contagem de células marcadas com anticorpo anti IL-17 nos grupos
estudados. Observa-se que o grupo LLLT obteve uma marcacao para IL-17 significativamente
maior que os grupos evolucao natural, eutandsia imediata e controle (p< 0.0001, p= 0,0079 e
p=0,0019, respectivamente). Observa-se também que o grupo eutanasiado logo apds a
inducdo da periodontite apresentou nivel de marcacao para IL-17 significativamente maior
que o grupo de evolucao natural (p=0,0259). Nao ha diferenga entre o grupo de evolugdo

natural e o grupo controle (p=0,0884).
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Figura 9 - Densidade de células marcadas por anticorpo anti-IL-17/cm?, analisada
apos sete dias com ligadura e diferentes tratamentos apos a retirada da ligadura:

Grupo Evolugdo Natural: Ligadura por sete dias e, apds a sua remogdo,
permaneceram em recuperagdo espontinea (sem laserterapia) por sete dias, sendo
entdo eutanasiados. Grupo Eutanasia Imediata: Ligadura por sete dias e foram
eutanasiados imediatamente apds a remog¢do da ligadura. Grupo LLLT: Ligadura
por sete dias e, ap6s a sua remogao, receberam sessdes diarias de laser por sete dias
e foram eutanasiados um dia apos a ultima sessdo de laserterapia. Grupo Controle:
Eutanasiados sem ter recebido a ligadura ou tratamento com laser. Letras iguais,
diferenca estatisticamente significativa (p<0,01). Teste Kruskal-Wallis, pds-teste de
Dunn.
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DISCUSSAO

No tratamento de alguns casos de periodontite, ndo se consegue a resolugdo do tratamento
através apenas de terapia mecanica. Dessa forma, alternativas para o emprego de terapias
adjuntas ao tratamento periodontal ndo cirargico convencional como a LLLT, tem se

mostrado relevantes (AYKOL, 2011).

Quando se analisa os inimeros trabalhos sobre os efeitos da LLLT no processo de reparo
0sseo, percebe-se que ha grande dificuldade em se estabelecer comparagdes confidveis de
resultados entre os estudos. Tal fato decorre da grande variagao de metodologias e protocolos
usados, no que tange ao tipo de laser, densidade de energia, poténcia, modo de aplicagdo,
inicio e duragdo das sessdes (SILVA JUNIOR et al., 2002; WEBER et al., 2006; FREDDO et
al., 2009).

A maioria das explicagdes possiveis para o efeito da LLLT na resposta do tecido mole sao
baseados em processos foto-bioldgicos nos quais alvos foto-receptores nos tecidos, tais como
porfirinas, flavo-proteinas enddgenas e a enzima citocromo C-oxidase, conduzem ao aumento

da funcao celular e uma cascata de eventos biologicos (SAFAVI, 2008).

Na presente pesquisa, a utilizagdo da LLLT, com comprimento de onda de 660nm mostrou a
recuperagao dos niveis de coldgeno para patamares semelhantes aos de um animal que nao
sofreu periodontite, enquanto o animal que ndo recebeu o tratamento nao apresenta esta
recuperagdo, sugerindo que a laserterapia induz a formacao de coldgeno. Resultados
semelhantes foram observados na cicatrizacdo de feridas do palato de ratos apos irradiagao
com LED 660nm (WANG et. al., 2015) e na cicatrizagao de queimaduras de terceiro grau
utilizando LLLT com 35mW/cm” e fluéncia de 3 J/em?, condicdes semelhantes as empregadas
no nosso estudo (FIORIO et al, 2014). Este efeito indutor na sintese de colageno
provavelmente se deve ao aumento na expressao do gene COL lal, como observado por
Martignago et al (2015), que observaram aumento da expressao deste gene apos a irradiagdo
de fibroblastos utilizando laser AlGaAs (904 nm, 2 J/cm?®). A comparacio do grupo eutanasia
imediata com os grupos evolugdo natural ¢ LLLT mostra que a nao realizacdo da LLLT no

apice do processo inflamatdrio pode levar a uma redugdo nos niveis de colageno (observado
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no grupo evolucao natural), enquanto que a realizacao de LLLT tem a capacidade de retornar

os niveis de coldgeno aos patamares normais.

O efeito positivo da LLLT observado para expressao do colageno ndo se repete para a neo-
formagdo 6ssea, uma vez que os grupos evolugdo natural e LLLT apresentaram profundidades
de reabsorcdo Ossea similares. As acdes biomoduladoras da LLLT no processo de reparo
osseo tém sido amplamente estudadas, com resultados animadores. Varios autores observaram
efeitos positivos da LLLT em defeitos Osseos, em areas de enxerto, fraturas, ou na
osseointegracao (LUGER et al., 1998; WEBER et al., 2006; LIU et al., 2007, CAMPANHA
et al., 2010; SHAKOURI et al., 2010). Dados da literatura mostram que a mineralizacao dssea
¢ afetada positivamente apos tratamento com a LLLT (A 660-690nm) de maneira tempo
dependente (BARBOSA, 2013). Gomes et al (2015) observaram aumento na formagao dssea
peri-implantar ap6s 13 dias de aplicacdo de laser GaAlAs (830nm, 50mW/cm?, 10-20 J/cm?),
sugerindo que a LLLT pode induzir a neo-formagao 6ssea. Esses dados sugerem que o tempo
necessario para obtengdo de um efeito significativo na neo-formagao 6ssea no nosso modelo

experimental poderia ser maior que os 7 dias empregados no tratamento.

A LLLT induziu um aumento na resposta inflamatoria medida pela densidade de leucocitos,
sugerindo uma acao pré-inflamatéria nas condigdes testadas, ao contrario do grupo que
permaneceu sem tratamento. A revisdo da literatura ndo mostra estudos que avaliem a
densidade de leucocitos apds LLLT associada a periodontite. Pallotta et al. (2012) mostraram
que a LLLT reduziu o nimero de leucdcitos e atividade mieloperoxidase em um modelo
experimental de inflamagao do joelho em ratos, utilizando luz infravermelha (810nm, 1,3 e 6
J/em?), em oposigdo portanto aos nossos resultados. Um estudo similar ao presente trabalho
mostrou ndo haver diferenca na migracdo de neutréfilos entre animais induzidos a
periodontite por ligadura e tratado com luz e um grupo controle com ligadura, porém sem
tratamento com LLLT (CARVALHO, 2011), sugerindo que a LLLT ndo possui este efeito
redutor da inflamagdo no modelo da periodontite induzida por ligadura. Refor¢ando esta
hipotese e corroborando os resultados do presente estudo, Albertini et al. (2004) relatam que a
LLLT com laser GaAlAs (650nm, 1 J/cm?) possui agdo pro-inflamatéria em um modelo
experimental de edema em pata de rato. Poderia ser esperado uma contagem superior de
leucoécitos no grupo II, que representa os animais eutanasiados ao final do periodo de indugdo
da periodontite, fato que ndo se confirmou (Figura 7). Esse fato pode ser explicado pela

diluicao promovida pelo edema e também no prazo de sete dias com a ligadura, o processo
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inflamatério pode ter passado da fase aguda para a fase cronica explicando assim uma

contagem de leucocitos semelhante ao observado no grupo controle.

No que diz respeito a contagem de mastdcitos os resultados sugerem que a LLLT promove
um significativo aumento na densidade destas cé¢lulas em relagdo aos demais grupos (Figura
8), sugerindo o potencial da LLLT no recrutamento deste tipo celular. Da mesma maneira que
o observado para leucécitos a contagem de células do grupo eutanasia imediata foi menor do
que observado no grupo controle, sugerindo a presenca de um edema ou cronificacdo do
processo inflamatorio. O grupo que evoluiu sem a aplicagao da LLLT também apresentou
densidade de mastodcito inferior a observada no grupo controle, fato que pode ser explicado
pela ocorréncia de intensa degranulacao destas células no tecido inflamado, dificultando sua
identificacao e contagem pela metodologia utilizada. Resultados similares foram descritos por
Shiromany et al. (2014) que observaram que a quantidade de mastocitos degranulados foi
maior na area fibrosa de cistos do que na zona inflamatéria. Dessa forma, a maior quantidade
de mastocitos degranulados presentes no grupo evolucao natural dificultaria a sua contagem
pela metodologia utilizada, explicando a menor densidade dessas células observada em nossos
resultados. A LLLT mediada pelo laser Ga-Al-As tem ac¢do anti-inflamatoria dose dependente
e ¢ eficaz para certas vias inflamatorias e pode ndo apresentar eficacia em outras vias
inflamatérias uma vez que foi demonstrado por Albertini et al. (2004) que a LLLT reduz a
inflamacdo induzida por carragenina nas doses de 1 J/em? e 2,5 J/cm®, mas ndo na dose de 5
J/em? e na inflamacio induzida pelo composto 48/80 que promove a libera¢io de histamina, e

em pesquisas bioquimicas, ¢ usado para promover a degranulagdo dos mastocitos.

Corroborando os resultados acima, observamos aumento na densidade de células marcadas
por anticorpos anti- IL-17 no grupo tratado com LLLT, em comparacdo com o grupo de
evolugdo natural e o grupo onde se promoveu o eutandsia ao final do periodo de inducao da
periodontite. O aumento na expressao da IL-17 promove osteoclastogénese e esta associada
com a perda 6ssea. A IL-17 exerce a sua atividade osteoclastogénica real¢ando a expressao de
RANKL em osteoblastos e células T CD4+ (VERNAL, 2005; CARDOSO, 2009; DI
BENEDETTO et al.,, 2013), o que pode explicar a ineficacia da LLLT para promover

reparagao Ossea nos sitios tratados apos a inducao da periodontite por ligadura (Tabela 1).
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CONCLUSAO

Com os resultados apresentados podemos concluir que a LLLT com laser de 660nm ¢ 2,1
Jem® teve um efeito pro-inflamatorio uma vez que induziu aumento nas densidades de
leucocitos, mastocitos e células marcadas por anticorpo anti-IL-17 nas gengivas de ratos

Wistar induzidos a periodontite nos levando a aceitar parcialmente a hipotese.

Além disso, a LLLT nas condigdes testadas tem o potencial de induzir a producao de

colageno nos levando a aceitar parcialmente a hipdtese proposta.

Finalmente, a LLLT nas condi¢des testadas nao tem o potencial para induzir reparagao dssea,
provavelmente pela a indugdo da expressao de IL-17 um antagonista deste processo, nos

levando a rejeitar parcialmente a hipotese proposta.
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