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RESUMO

RODRIGUES, Fernando Fachinelli. Analise histolégica do reparo 6sseo alveolar
de ratos Wistar submetidos Terapia Fotodinamica. 2014. 59f. Dissertagcéo
(Mestrado em Odontologia) — Universidade de Uberaba, Uberaba (MG), 2014.

O uso da Terapia Fotodinamica na reparacdo alveolar apds extracdo dental pode
gerar avancgos técnicos e procedimentais que irdo tornar este processo mais agil e
possibilitara obter resultados clinicos, estéticos e funcionais com maior qualidade e
menor comprometimento dos tecidos envolvidos. O objetivo desta pesquisa foi o de
investigar a eficacia da Terapia Fotodinamica, com a luz de LED e o
fotossensibilizador protoporfirina 1X, na reparacdo alveolar, especificamente na
producédo celular de mastocitos e coldgeno apds a extragdo do 2° molar em ratos da
linhagem Wistar. Como percurso metodologico foram utilizados 24 ratos machos
Wistar, que apds exodontia foram divididos em dois grupos, doze no grupo
experimental (1) e doze no grupo controle (2). Cada grupo foi subdividido em trés
partes iguais, contendo quatro ratos cada subgrupo (A, B e C). Os animais do grupo
experimental foram submetidos a sessdes de TFD no primeiro, quarto, sétimo,
décimo quarto e vigésimo dia. O estudo histologico foi feito, apds eutanasia de um
rato de cada subgrupo, com a retirada da mandibula e a extracdo da regido alveolar.
As amostras de cada dia foram comparadas ao grupo controle, que passaram pelo
mesmo processo, porém sem passar pela TFD. Os resultados encontrados
demonstraram aumento da quantidade de mastocitos e colageno, no grupo
experimental em relacdo ao controle. A producdo de mastécitos no décimo quarto
dia foi maior no grupo experimental, e de coladgeno no vigésimo primeiro dia da
aplicacdo da TFD. Conclui-se que a TFD, nas condicbes analisadas, € um
importante recurso no reparo alveolar p6s exodontia, e que mais estudos sobre a
técnica devem ser realizados a fim de aprimorar e validar o procedimento na pratica

clinica.

Palavras-Chave: Terapia Fotodinamica; LED; Protoporfirina IX; Exodontia; Reparo

alveolar.



ABSTRACT

RODRIGUES, Fernando Fachinelli. Histologic analysis of alveolar bone repair in
Wistar rats undergoing photodynamic therapy. 2014. 59f. Dissertation (Masters in
Dentistry) - University of Uberaba, Uberaba (MG), 2014.

The use of photodynamic therapy in alveolar repair after tooth extraction can
generate technical and procedural advances that will make this process more agile
and enable clinicians to obtain, functional and aesthetic results with higher quality
and lower impairment of the tissues involved. The objective of this research was to
investigate the efficacy of photodynamic therapy with the LED and the
photosensitiser protoporphyrin IX in alveolar repair, specifically in the cellular
production of collagen and mast cells after extraction of the 2nd molar in Wistar rats.
As a methodological route 24 male Wistar rats, which after extraction were divided
into two groups, twelve in the experimental group ( 1) and twelve in the control group
( 2 ) were used . Each group was subdivided into three equal parts, with four rats
each subgroup ( A, B and C ) . The experimental rats were subjected to PDT
sessions on the first, fourth, seventh, fourteenth and twentieth day. Histology was
done after euthanizing a mouse of each group, with the removal of the mandible and
the alveolar region extraction. Samples of each day were compared to the control
group, who went through the same process, but without going through the TFD. The
results showed increased amounts of collagen and mast cells in the experimental
group compared to control. The production of mast cells in the fourteenth day was
greater in the experimental group, and collagen in the twenty-first day of the
application of PDT. We conclude that PDT, under the conditions studied, is an
important feature in alveolar repair after tooth extraction, and that further studies of
the technique should be conducted to refine and validate the procedure in clinical

practice

Keywords: Photodynamic: Therapy LED; Protoporphyrin IX; Exodontia; Alveolar

repair.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, muitos estudos foram feitos para verificar os beneficios
da Terapia Fotodinamica (TFD) em tratamentos de saude e na reabilitacdo de
lesbes. A TFD pode ser considerada uma forma inovadora de tratamento em
algumas areas da saude, porém ja vem sendo utilizada h4 décadas em tratamentos
da odontologia. Com isso, pesquisas que investiguem a contribuicdo da TFD no
reparo alveolar apés extracdo dental, seus beneficios no combate a formacédo e a
presenca de bactérias patoldgicas nas lesdes e a formacéo do biofilme na cavidade
oral se fazem de grande valia na area da odontologia, e garante um sucesso maior
na reparacao das lesbes oriundas dos procedimentos odontolégicos realizados, em
especial, da recuperacéo apos extracdo dental.

Pizova et al., (2012), apontam a TFD como uma terapia antimicrobiana
interessante, cuja aplicacdo de uma luz, com delimitado comprimento de onda, em
uma superficie estimulada e delimitada por um fotossensibilizador, na presenca do
oxigénio, consegue transferir energia para a formacdo de espécies toxicas de
oxigénio — singleto ou radicais livres (RL) — que por serem muito reativos, danificam
proteinas, lipideos, acidos nucleicos e outros componentes das microbactérias que
prejudicam a recuperacgao e a reparacao das lesoes.

Segundo Halliwell e Whiteman (2004), com base em pesquisas citaram que
a geracdo de RL, representa um processo continuo, fisiolégico e dinamico,
cumprindo funcdes biolégicas essenciais para a manutencdo da vida humana.
Nesse aspecto, durante os processos metabdlicos, esses radicais agem como
mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reacdes bioquimicas, dentre
elas mediadas pela acéo do sistema ndo-enzimatico.

O LED é uma fonte de luz com delimitado comprimento de onda muito
utilizada na TFD. Bosquiroli et al., (2006) ressaltam que os aparelhos de LED sé&o de
custo mais baixo, ndo necessitam de filtros por ndo gerarem comprimentos de onda
desnecessarios, resultando em minima geragdo de calor, além de terem uma vida
atil muito maior que outras fontes, possibilitando maior e mais adequado uso
rotineiro desta ferramenta na pratica clinica.

Embora a maioria das aplicagdes da TFD esteja associada a luz laser, fontes
de luz ndo laser tém sido empregadas. Além disso, estudos desenvolvidos na ultima

década indicam claramente que o uso de luz visivel isolada de um fotopolimerizador



15

bY

de resina odontoldgica ndo induz nenhum dano térmico ou fotoquimico a retina.
Quanto ao operador ou ao paciente, ndo ha nenhum tipo de dano aos olhos devido a
irradiacdo UV-A ou UV-B provenientes do proprio equipamento, pelo fato destas
poténcias neste comprimento de onda serem baixas. Quanto ao custo dos
fotopolimerizadores de resina odontologica, estes apresentam ser inferiores aos
laseres disponiveis no mercado (AHMAD; ABOUMARZOUK; NABI; KATA, 2012).

Para que a TFD alcance as células-alvo, que sao as células danificadas ou
lesionadas € necessario a aplicacdo local de um agente fotossensibilizante que
consiga formar espécies toxicas de oxigénio. Neste sentido, Araudjo (2010), aponta
que a protoporfirina IX (PplX) € um importante agente citotoxico na TFD, pois é uma
substancia fluorescente que absorve a luz, que se acumula nos tecidos, reagem com
o oxigénio formando o oxigénio singleto alcancando, por fim, a morte do tecido
lesionado.

Pensando na importancia da boa recuperacao poés-cirdrgica nos processos
odontoldgicos, entendemos que a remodelacdo e a reparacdo dos tecidos 6sseos
sdo de fundamental importancia. A respeito da reparacdo do tecido 6sseo, Baroni
(2010), aponta que pode ser que ocorram injarias durante uma remogao cirdrgica de
um elemento dentario, e desencadear eventos que podem interferir no processo de
reparo 6sseo. Devido a essa condicdo, outras estratégias tém sido desenvolvidas
com o intuito de promover uma aceleracdo no reparo 0sseo. Uma alternativa para
promover essa aceleracdo é a TFD, que vem sendo também aplicada no tratamento
de diferentes doencas, havendo um estimavel esboco de evidéncias sobre a sua
acdo regenerativa e anti-inflamatéria. Esses efeitos terapéuticos podem ser
esclarecidos pela capacidade que a energia luminosa tem de ser envolvida pelos
tecidos e instigar ou dificultar processos intracelulares.

Assim, investigar os efeitos terapéuticos da TFD nos procedimentos
realizados na odontologia, em especial, na reparacdo e na remodelac&o dos tecidos
apos a extracdo dentaria, torna esta pesquisa relevante e pertinente para a

disseminacgéo da técnica da forma mais positiva e segura possivel.
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2 HIPOTESE

A hipotese investigada nesta pesquisa € a de que existe consideravel
melhora e aceleracdo do processo de reparacéo alveolar pos-exodontia com 0 uso
da TFD, mediada pela luz LED (¥440 nm com 5 joules), possibilitada pelo
fotossensibilizador protoporfirina IX.
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3 DESENVOLVIMENTO TEORICO

3.1 Terapia fotodinamica (TFD)

A TFD deu seus primeiros passos no inicio do século XX, a partir de um
acidentalmente com a elevacédo da toxidade e a morte de microrganismos cultivados
em um meio de cultura contendo acridina diluida, apds terem sido expostos a luz
intensa. Em 1907, eles investigaram este tipo de tratamento em tumores na pele
utilizando a luz branca, mas com a ajuda de um fluorescente, constatando, assim,
uma forma mais assertiva para obter resultados positivos. Com o passar dos
avancos realizados na éarea, a Photodynamic Therapy, do inglés (PDT), foi
desenvolvida baseando-se entdo em uma reacdo fotoquimica, na qual uma luz de
determinado comprimento de onda, junto ao oxigénio, ativa um fotossensibilizador
gque gera oxigénio reativo na area aplicada, conseguindo, assim, impedir o
crescimento de microrganismos patolégicos (FRANCO, 2010).

Um tipo de luz muito utilizado na TFD é o Diodo Emissor de Luz, ou seja, 0
LED (Light-Emitting Diode). Costa (2010) ressalta que o LED faz parte de uma
tecnologia promissora, pois este dispositivo semicondutor € mais versatil que as
lampadas de iluminacéo de fluorescéncia, além de possibilitar uma quantidade bem
maior de horas de uso na pratica clinica.

Franco (2010) aponta que esta reacao fotodinamica ocorre porque existe
transferéncia de energia entre o feixe de luz e o fotossensibilizante depositado no
alvo, que apoOs esta exposicdo € destruido. Quando a reacdo ocorre devido a
transferéncia de energia do fotossensibilizador a um substrato, que, ao ser reduzido,
se torna oxidavel, denomina-se entdo a reacao | (oxido reducédo), conseguindo fazer
com que o fotossensibilizador volte ao estado normal, porém com sucesso na
producdo de espécies reativas de oxigénio. Mas quando o fotossensibilizador em
estado tripleto leva energia para o oxigénio fundamental, resultando em oxigénio
singleto, este consegue ser muito oxidante e toxico para as células-alvo, destruindo-
as, chamamos entdo esta reacdo de tipo Il (peroxidacdo). Ambas as reacodes
destroem as proteinas, aumentam a permeabilidade da membrana e da parede
celular e criam espécies reativas de oxigénio, que, por sua vez, inativam as células-

alvo.
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3.2 Fotossensibilizadores

“Os corantes sao caracterizados pela sua habilidade de absorver luz visivel.
Alguns desses compostos sao capazes de induzir ou participar de reacodes
fotoquimicas, o que os fazem ser empregados como agentes terapéuticos” (MARIA;
CATAO, 2012, p.25). Contudo, Emilio (2008) alerta que poucos S3o 0S corantes
(fotossensibilizadores) utilizados na pratica clinica e experimental, apesar de termos
muitas substancias denominadas como tal. Esses fotossensibilizadores se
classificam quanto a sua estrutura quimica, e estes se agrupam em familias como as
porfirinas, clorofilas, corantes, entre outras. As de primeira geracdo Sao
denominadas porfirinas, sendo as derivadas destas consideradas da segunda
geracédo, e as modificadas com conjugados de anticorpos considerados da terceira
geragao.

Emilio (2008) expde que os fotossensibilizantes sdo absorvidos por ambas
as células, as normais e as lesionadas, porém se fixam por maior tempo nas células
neoplasicas ou com proliferacdo intensa, devido a angiogénese, a alta
permeabilidade vascular e a deficiente drenagem linfatica destes tecidos. Assim as
caracteristicas mais desejadas neste corante para obter o sucesso da TFD ocorrem
guando eles possuem baixa toxidade, menor injuria de células sadias, rapida
eliminagdo, seletividade, versatilidade, comprimento de onda determinado, baixo
custo, seguranca, disponibilidade comercial e poucos efeitos colaterais. Isto porque
a morte celular ou a necrose pode ocorrer dependendo da localizacdo do
fotossensibilizador. Com isso, grande parte dos fotossensibilizadores utilizados na
TFD nao se acumula no nucleo da célula, gerando baixa probabilidade de formacao
de mutacdes no DNA.

Allison et al. (2004), reportaram que um FS apropriado para TFD deve possuir
algumas particularidades especificas, dentre elas forte absor¢édo da luz na faixa do
vermelho chamada de janela terapéutica, assim como alto rendimento quantico de
O, singlete; elevada afinidade e penetracdo no tecido lesado. Além de apresentar
simplicidade na formulacdo, dentre outras vantagens. Nesse aspecto, as porfirinas
possuem muitas das caracteristicas almejadas aos fotossensibilizadores, sendo

substancias de grande interesse para TFD.
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Esta substancia fotossensivel pode ser uma molécula presente em células ou
tecidos, mas, em particular em casos de TFD é usada uma droga ou uma pré-droga,
tornando-se esta a primeira fase da terapia. Por conseguinte, num segundo
momento do tratamento, a célula ou tecido lesado é exposto a uma fonte de luz
visivel com um comprimento de onda especifico a qual € absorvida pelo agente
fotossensivel. Separadamente, em concentracdes terapéuticas o0 corante ou a
irradiacdo de luz ndo constam citotoxicidade (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

A interacdo destes dois agentes na presenca de O, leva a producdo de
diferentes espécies reativas de oxigénio (ERQ’s), no caso, o oxigénio singlete entre
outros responsaveis por desencadear uma cascata de eventos bioldgicos,

resultando numa possivel morte celular (SOUSA et al. 2007).

3.3 Protoporfirina IX

Bertolini (2009) acena que as protoporfirinas sdo utilizadas ha muitas décadas
pois fazem parte da classe dos fotossensibilizantes mais estudados e empregados
na Terapia Fotodindmica. O autor cita como caracteristicas positivas e importantes
da PplX para o sucesso da TFD o fato desda substancia ter boa aceitabilidade, isto
porque apresenta baixa toxidade na auséncia de luz e interage pouco com outros
farmacos.

Segundo Freitas (2010) a protoporfirina € um agente fotossensibilizador que
surge a partir da conversao intracelular (na mitocondria), do acumulo do componente
natural acido 5-aminolevulinico (ALA), presente em todas as células humanas, e € o
intermediario envolvido na biossintese da hemoglobina.

Baglo (et al. 2013, p.1) confirmam quando apontam que “0 ALA é um
precursor enddgeno do potente fotossensibilizador protoporfifina IX (PplX), que é
sintetizado pela via biossintética do heme de células nucleadas”. Podemos observar

este processo na figura 1 abaixo:
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Figura 1- Mecanismo de inducédo da protoporfirina IX pelo acido 5-aminolevulinico

atraves da via biossintética do grupo heme
FONTE: EMILIO, 2008.

Inicialmente, os efeitos da TFD com a aplicacdo da PplX, conforme figura-2,

podem ocorrer devido a um dano nas mitocdndrias, acumulando protoporfirina no

local, e a inibicdo da fosoforilagdo oxidativa, e por conseguinte, como descreve-se

acima, a PpIX & uma molécula fotossensivel e precursora do heme na sua via

boissintética. (EMILIO, 2008).
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Figura 2 — Espectro de absorcdo da protoporfirina
FONTE: EMILIO, 2008.
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3.4 Ainteracdo com a via biossintética do HEME

E necessario que ocorra uma quelacéo catalisada com ferro para que a PplX
se converta em heme, assim a existéncia de um quelante de ferro aumenta a
quantidade de PpIX nas células nucleadas. Substancias como EDTA, DFO e 3-
hidroxypyridin-4-onas  (CP94;  1,2-dietil-3-hidroxipiridin-4one  cloridrato) sao
adicionadas para aumentar a producéo de protoporfirina, e estas contribuem para a
biossintese do heme. Estudos de Uehlingerete colaboradores se preocuparam em
melhorar a quantidade de PpIX e para isso utilizaram de quelantes de ferro para
alcancar o sucesso do experimento. O experimento por fim utilizou-se de um similar
da pele humana para conseguir que o ferro e um de seus agentes de quelacéo para
a producédo de PplX fosse gerado através do ALA (GERRTSEN, et al., 2009).

3.5 Diodo emissores de luz - LED

Kawczyk-Krupka et al. (2011) relata que o Light Emitting Diode (LED) € uma
tecnologia promissora, pois possui uma luz muito verséatil e econémica, que tem
tamanho menor que outros aparelhos e maior vida Util.

Oliveira (2013) acrescenta que o LED vem ascendendo nas pesquisas e
praticas clinicas, e que o processo alcancado pelos LED acontece pelas conexdes
positivas (p) e negativas (n), que recebem energia ao serem expostas a fontes de
luz (eletroluminescéncia), e contribuem no processo de cicatrizagdo com riscos
insignificantes a pele ou a parte lesionada.

Emilio (2008) defende que apesar de alguns emissores de luz possuir de 400
a 430nm, bandas acima de 600 nm séo utilizadas na TFD por apresentarem maior
rendimento quantico para reacdes | e Il, possibilitando maior penetracdo no tecido

irradiado, como demonstrado na figura-3 abaixo:
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Figura 3 - Representacdo esquematica de um corte de tecido e a penetracdo de

diferentes tipos de comprimento de onda
FONTE: EMILIO, 2008.

Emilio (2008) revela também, que a utilizacado deste comprimento de onda e a
baixa densidade de poténcia proporcionam melhores resultados e menores danos a
células normais. Com isso a autora defende que apesar de os Lasers terem sidos
empregados de inicio nas TFDs, sua perda parcial da coeréncia nos primeiros
milimetros ndo garantem que essa seja a melhor fonte de luz a ser usada. Dito isso,
aponta que os diodos emissores de luz (LEDs), que apresentam fontes de irradiagcéo
nao coerentes, nos trazem vantagens, versatilidade e baixo custo em relacdo aos
Lasers. Para comprovar tais afirmacdes, a autora nos apresenta estudos dos quais a
TFD apresenta melhores resultados quando utilizam-se de LEDs e nédo de Lasers,
pois a penetracéo da luz defendida alcangou um tecido maior.

Oliveira (2013) explica que os LEDs sao formados por conexao -
semicondutor e dois terminais, o Anodo (A) e a Catodo (A), que ao receberem a luz
do LED séo submetidos ao material que foi o semicondutor. Acrescenta ainda que o
LED polarizado produz luz (d&nodo positivo em relacdo ao catodo), que emitida faz
com que os elétrons permanec¢cam na zona interditada e voltem a banda de valéncia,
guando inversamente polarizada, ndo emitindo mais a luz (anodo negativo em

relacdo ao catodo).
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3.6 HISTOLOGIA

3.6.1Tecido 6sseo

Como conhecido, o tecido 6sseo € o componente principal do esqueleto e
sustenta tecidos moles, protege 6rgaos, apdia os musculos, contribui nas funcdes de
suporte, protecédo e locomocao, além de servir para depositar, armazenar e liberar
calcio, fosfato, ions, entre outros. Com isso entende-se que seu processo de
reparacao torna-o fragil, delgado e hipertréfico (OLIVEIRA, 2013).

O tecido 6sseo é formado por duas séries, as dos osteoblasticos (matriz
O0ssea), e 0s osteoclasticos (reabsorcdo). Os osteoblasticos contribuem na
reparacdo 6ssea e sdo originados pelos tecidos do periosteo e do enddsteo. O
tecido do periésteo encontra-se dividido em duas camadas: na mais interiorizada na
qual ha tecido conjuntivo vascularizado e, na segunda camada, a mais exteriorizada,
ficam as células osteoprogenitoras, e para que estas duas camadas sejam fixadas,
alguns feixes e fibras coldgenas séo utilizados. Tais células sdo denominadas fibras
de Sharpey. JA o enddsteo possui uma fina camada conectiva, vascularizada e
composta por células hematopoiéticas e osteogénicas. Ambos tecidos citados acima
conseguem participar do processo de divisdo celular e, portanto, contribuem na
reparacdo das lesdes. Assim a reparacdo 6ssea € um processo no qual os
osteoclastos sé@o reabsorvidos e o0s osteoblastos restauram o o0sso (OLIVEIRA,
2013).

3.6.2 Colageno

O corpo é revestido pela pele, que tem sua por¢do epitelial e conjuntiva
(epiderme e derme), cuja funcdo € protecdo e sustentagdo. Esta possui varias
camadas e a superficial se regenera mais facil, apesar de ser menos vascularizada,
ja as camadas mais internas passam por regeneragdo constante que migra para as
camadas mais superficiais, tornando-se queratinizadas. A pele mais superficial se
descama e se renova constantemente (AZEVEDO, 2005).

Atayde (2011) nos traz que o colageno oferece resisténcia e suporte dos
tecidos, sendo uma glicoproteina que estad presente em quase todos os tipos de

tecido. O colageno também participa nos processos de diferenciacdo, adeséo,
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migracdo e proliferacdo. As moléculas de colageno fibrilar sdo formadas por trés
cadeias polipeptidicas, denominadas cadeias a, arranjadas numa conformacéo de
tripla hélice, a qual se mantém por pontes de hidrogénio, conferindo a molécula,
estabilidade, rigidez e forma de bastdo. “Cada uma das cadeias de colageno possui
uma sequéncia de aminoacidos caracteristicas, além de uma série de repeticdes da
sequéncia de aminoécidos Glicina-X-Y, no qual X é frequentemente a prolina, e Y,
hidroxiprolina”.

O colageno ao passar pela biossintese libera uma matriz extracelular, o
procolageno que, passando por processos, chega a uma molécula nativa
denominada tropocoladgeno tripla hélice, moléculas que durante a fibrilogénese
agregam-se formando fibrilas de colageno (ATAYDE, 2011).

Este processo é demonstrado na figura-4 abaixo:

Agregacao
Formacao de microfibrilas lateral
F N

e e e e ] Snm
Tropocolageno

w
Agregacao
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w
Ligacdes cruzadas RO . :
v

ek

Fibra de colageno

Figura 4 — Representacao esquematica do arranjo de moléculas de

tropocolageno em estruturas fibrilares e de fibrilas
FONTE: EMILIO, ATAYDE, 2011

3.6.3 Mastocitos

Quando se fala em reparacéo de tecidos moles é preciso compreender que
existe uma série de eventos fisicos e quimicos inter-relacionados. Contudo, durante

este processo muitas células aumentam sua produgdo, como 0s queratinécitos, 0s
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fibroblastos, os neutréfilos, os macrofagos, os linfécitos e os mastocitos; todos
incluidos no processo de reparacdo. Os mastocitos podem ser observados em trés
destas fases, sendo elas a de acdo anti-inflamatoria, a angiogénese e a reparacao
da matriz extracelular (AZEVEDO, 2005).

Os mastdcitos sao células originadas de células hematopoéticas situadas na
medula O0ssea. Estes participam da defesa imunoldgica e da resposta adaptativa
apos uma leséo, por possuir vida longa oferecem seguranca imunoldgica por meses
apos a lesdo (MESQUITA et al., 2010).

As reacgles inflamatdrias podem promover permeabilidade vascular e, por
conseguinte, edema,; por estas razdes, estudos do papel do mastdcito na reparacao
tecidual se tornam relevantes (AZEVEDO, 2005).

Mesquita et al. (2010) acrescentam que durante o processo inflamatorio a
histamina, um mediador celular, busca como uma de suas fontes o mastdcito, que
acredita-se ser responsavel pela presenca de granulos pré formados que dilatam a
arteriolas e promovem um aumento da permeabilidade vascular, e assim contribuem
no processo inflamatorio.

Bock et al. (2008), entendem que as citocinas produzidas por uma variedade
de leucdcitos ou células teciduais como macréfagos e fibroblastos é resultado de
estimulos, que desencadeiam a angiogénese. Estas moléculas tém efeito local em
baixas concentracdes, mas podem atuar a distancia se forem liberadas na circulacao
sanguinea em concentracdes suficientes.

As citocinas compreendem uma vasta familia de polipeptidios que abrangem
as interleucinas, quimiocinas, fatores de crescimento, fator de necrose tumoral, bem
como interferons. Podem ser caracterizadas como proteinas regulatérias secretadas
pelas células brancas sanguineas e por demais células no corpo; as acbes
pleiotropicas das citocinas incluem numerosos efeitos nas ceélulas como a

modulacao das respostas inflamatorias (HOSHIDA et al. 2006).

3.7 REPARACAO OSSEO ALVEOLAR

3.7.1 Reparo 0sseo alveolar pos- extracdo dental

Preservar e garantir uma otima reparagdo 6ssea alveolar apos a exodontia €

um desafio no campo da odontologia, e estudos que garantam 0 sucesso deste



26

procedimento e a reducdo de danos e traumas durante a reparagao justificam
pesquisas que tenham o intuito de otimizar este processo.

De maneira geral um tecido lesionado gera uma cadeia de eventos
continuos que buscam restaurar morfofisiologicamente a lesdo. A fase inicial produz
uma inflamagdo aguda que evoluem para um processo cronico. As etapas sao
dindmicas e interagem entre si. Existe, portanto um “aumento da capilaridade, a
formacdo de tecido de granulacdo, a proliferacdo de fibroblastos, a sintese de
colageno e a reepitelizacdo sdo os eventos marcantes desse fendbmeno” (FREDDO,
2007, p.86).

Um tecido 6sseo danificado naturalmente busca se regenerar, e Varios tipos
de células participam deste processo reparador, o de cicatrizacdo, inflamacéao e
reacdo ao corpo estranho. Assim uma série de reacdes dos tecidos sao
desencadeados apos a extracdo dental para acumular neste alvéolo tecido dsseo.
Estas reacBes seguem apoOs a extracdo com o intuito de reparar a fibromucosa
gengival e o alvéolo dental, assim conclui-se que o processo acontece com a
proliferacdo do tecido, a unido da fibromucosa gengival e seu espacamento
(OLIVEIRA, 2013). Este processo de reparacdo do alvéolo dental pode ser
observado na Quadro-1, abaixo:

FASES FUNDAMENTAIS CRONOLOGIA/dia
Formacao de coagulo No mesmo dia
Evidéncia de proliferacao tecidual ao nivel gengival 4
Substituicdo do coagulo por tecido de granulacdo 7
Substituicdo do tecido de granulacéo por tecido conjuntivo 20
Fuséo epitelial até o espessamento da fiboromucosa 24-35
Preenchimento de 2\3 alveolares por trabéculas 6sseas (0sso 40
imaturo)
Preenchimento total do alvéolo por trabéculas 6sseas (0sso 64
maduro)

Quadro 1 - Reparacao do alvéolo dental no homem.
Fonte: Marzola et al. (2009 apud OLIVEIRA, 2013).

Almeida et al. (2000) realizaram estudos para investigar se existem
diferencas importantes entre a reparacado 6ssea em ratos em relacdo a humanos, e
os resultados encontrados mostraram que a reparacdo O0ssea em ratos também
acontece a partir do tecido 6sseo da margem destes, e a heoformacao 6ssea ocorre
ao redor das esquirolas 6sseas remanescentes. Assim 0s autores concluiram que

existe grande similaridade no processo de reparagdo em ambos, podendo assim
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utilizarmos de tais espécies para investigar processo que envolvam a reparagao
0ssea em humanos.

Concluindo essa construgcdo de pensamentos, entende-se entdo nesta
pesquisa que 0Ss mastocitos e o colageno séo células e fibrilas fundamentais e
participantes ativas do processo de reparacdo alveolar poés-extracdo dental,
justificando e dando relevancia para investigacdo de técnicas poés-cirdrgicas que
estimulem a sua formacéao, a fim de que estas participem e potencializem o processo

de reparacao e o sucesso do tratamento odontolégico.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Observar a eficacia da Terapia Fotodinamica, utilizando a luz de LED e o
fotossensibilizador protoporfirina 1X, na reparacdo alveolar apds a extracdo do 2°

molar em ratos da linhagem Wistar.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar os aspectos morfolégicos do tecido epitelial no processo de
reparacao alveolar pds-extracdo dental do 2° molar em ratos da linhagem
Wistar e a aplicagéo da TFD;

e Realizar anélise histomorfologica do corte alveolar apds a extracdo e
aplicacdo da TDF para determinar a presenca e a nova formacgdo de
colageno;

e Quantificar e identificar a presenca de mastécitos no alvéolo poés-

aplicacao da TFD.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento dos grupos estudados - manutencdo, manejo e cuidado com

0S animais

Foram utilizados 24 ratos linhagem Wistar adultos machos, com peso médio
entre 180 e 220 gramas. Os animais foram mantidos no biotério central da
Universidade de Uberaba a uma temperatura controlada de aproximadamente 22°
Graus, acondicionados em gaiolas plasticas e receberam alimentacdo solida
(Labina-Purina) e agua ad libitum. O manuseio dos animais seguiu as normas
propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo o projeto de
pesquisa avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade de Uberaba (UNIUBE), conforme parecer 033/2012
(ANEXO 1). Os 24 ratos Wistar foram divididos em dois grandes grupos: 1 (um)
grupo experimental, e 2 (dois) grupo controle. Em cada grade grupo houve trés
subdivisdes, contendo cada subgrupo 4 ratos, e cada subgrupo foi denominado por
uma letra (A, B, C,). Entdo o primeiro rato do grupo experimental foi denominado
rato G1A. E essa regra seguiu em todos os ratos restantes, como demonstrado na

Quadro-2, abaixo:

GRUPO EXPERIMENTAL - G1 GRUPO CONTROLE - G2
Subgrupo A Grupo G1A Subgrupo A Grupo G2A
4 Ratos 4 Ratos
Subgrupo B Grupo G1B Subgrupo B Grupo G2B
4 Ratos 4 Ratos
SUBGRUPO C Grupo G1C Subgrupo C Grupo G2C
4 Ratos 4 Ratos

Quadro 2 — Divisao dos ratos Wistar da pesquisa.
Fonte: Autor do estudo, 2013.

5.2 O procedimento experimental — exodontia

Para que o procedimento de exodontia fosse realizado, os animais receberam
anestesia através de injecdo intramuscular, com uma combinacdo de cloridrato de
xilazina 2% (Rompun®, Bayer) (0,1ml/100g), como sedativo e relaxante muscular, e
cloridrato de Ketamina 10% (Ketalar®, Parke-Davis) (0,1ml/100g), como anestésico

geral. Através do instrumento de Hollemback na sindesmotomia e uma pin¢a dente
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de rato para a luxacdo, foram extraidos os segundos dentes molares direito,

conforme figura-5.

E
Figura5— A, B e C: Mesa cirurgica e acesso ao campo operatoério. C e D: Pinga
dente de rato e segundo molar - Fonte: Autor do estudo, 2014.

Apds exodontia, os animais foram distribuidos em 2 (dois) grupos: Grupo
controle (denominado G2) — animais que foram somente submetidos & exodontia;
Grupo experimental (denominado G1) — animais submetidos a exodontia
acompanhada de sessfes de Terapia Fotodindmica. Cada grupo desta continha 12
ratos, e estes foram subdivididos em trés subgrupos, denominados pelas letras A, B,
e C, como mostra a figura-6.

5.3 Terapia de luz

As sessdes de terapia de luz ocorreram nos dias 0 (zero), 1 (um), 4 (quatro),
7 (sete), 11 (onze) 14 (quatorze) e 18 (dezoito) apos a exodontia. A cada sessao
Terapia Fotodinamica com luz de LED com a aplicagao do fotossensibilizador PplX,
posicionou-se dentro da cavidade oral o feixe de luz direcionado para a regido do
alvéolo do 2° molar direito, dispensando uma fluéncia de 5 Joules, por 20 segundos

conforme disposto na Quadro-3.

DIA GRUPO CONTROLE GRUPOEXPERIMENTAL

0 Exodontia ExodontiaTerapia fotodinamica

1 - Terapia fotodinamica

4 - Terapia fotodinamica (animais restantes)

7 - Terapia fotodinamica (animais restantes)
11 - Terapia fotodinamica (animais restantes)
14 - Terapia fotodinamica (animais restantes)
18 - Terapia fotodinamica (animais restantes)

Quadro 3 — Procedimento de aplicagdo de luz no grupo experimental.
Fonte: Autor do estudo, 2014.



5.4 Eutanésia dos animais

procedimento que ocorreu ao 4° (quarto), 7° (sétimo), 14° (décimo quarto) e

21°(vigésimo primeiro) dias apds a exodontia, sofrendo eutanasia 3 (trés) animais de

Figura 6 — A, B e C: Sessao fotopolimerizador de resina odontolégica de

luz LED.

Fonte: Autor do estudo, 2013.
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Ao término do periodo experimental, os animais passaram por eutanasia,

cada subgrupo para cada dia. Utilizando cloridrato de Ketamina 10% (Ketalar®,

Parke-Davis) (0,1ml/100g), como anestésico geral,

e posterior deslocamento

cervical, conforme protocolo padrdo do comité de ética. Em seguida, foram

decapitados; as maxilas dissecadas, amostra dos alvéolos separada e fixadas por

48 horas a temperatura ambiente em solu¢édo de formalina neutra tamponada a 10%.

Conforme a Quadro-4.

Dia | GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
4 Eutanésia (3ratos) Eutanésia (3ratos) - Terapia fotodinamica (ratos
restantes)
7 Eutanasia (3ratos) Eutanasia (3ratos) - Terapia fotodinamica(ratos
restantes)
14 Eutanasia (3ratos) Eutanasia (3ratos) - Terapia fotodinamica(ratos
restantes)
21 Eutanésia (3ratos) Eutanésia (3ratos)

Quadro 4 - Procedimento de eutanasia no grupo experimental e controle.
Fonte: Autor do estudo, 2013.
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5.5 Preparacéao das laminas

As maxilas dissecadas geraram amostras dos alvéolos que passaram por
fixacdo. Essas amostras foram extraidas e fixadas em formaldeido tamponado 10%
(v/v) por 48 horas, desmineralizadas em EDTA a 2 % (p/v) e incluidas em parafina.
Os fragmentos posteriormente processados para andlise histologica H.E.

No processo de preparacdo das laminas para determinacdo de colageno, as
laminas do terceiro subgrupo (G1c) foram danificadas, especificamente as dos dias
7, 14 e 21 e somente as laminas do quarto dia puderam ser analisadas, contudo os
outros dois grupos (G1A e G1B) nao sofreram nenhuma danificacdo ou alteracao
durante o estudo, e por isso a investigacao, para nao ter vieses nao contemplou as

lAminas danificadas.

5.6 Desmineralizacao

Apos a fixacdo, as maxilas foram desmineralizadas em solugédo tamponada
de EDTA (Acido diaminotetracético) a 2 % (p/v), (pH entre 7,2 e 7,4) a temperatura
ambiente, com trocas a cada 2 dias, durante um periodo de 40 dias. ApGs a
desmineralizacdo, as maxilas foram lavadas em H20 corrente por uma noite e

separadas em metades direita e esquerda.

5.7 Processamento histolégico

Os fragmentos foram, entdo, processados para analise, histomorfoldgica e
histomorfométrica, conforme protocolo a seguir: Desidratacdo: os tecidos foram
mergulhados em uma série crescente de alcool (70%, 80%, 90%, absoluto I,
absoluto I, absoluto Ill), com um tempo de 30 minutos em cada banho;
Diafanizagéo: os tecidos foram mergulhados em trés banhos de xilol, durante 30
minutos em cada banho; Infiltracdo: foram realizados trés banhos em parafina a
58°C, durante 90 minutos em cada. Apés o ultimo banho, as pecas foram incluidas
em blocos de parafina. Os blocos de parafina procedentes de todos os animais
foram cortados no sentido transversal antero-posterior, em um microétomo, obtendo-
se cortes seriados de 6um de espessura. Os cortes foram coletados em laminas de

vidro e colocados para secar durante um dia. Em seguida, foram realizados os
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procedimentos de coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) para analises histologicas

dos mastocitos e picro-sirius para a analise das fibrilas de colageno.

5.8 Anélise histoldgica

Para a analise dos mastdcitos os cortes foram feitos com 6um de espessura,
e as laminas foram preparadas pelas técnicas histolégicas rotineiras com coloracéo
de hematoxilina-eosina (HE) na investigacao do nimero de mastécitos presentes no
campo delimitado para estudo, através de um microscopio 6tico.

Para a analise da quantidade de fibrilas de colageno, seguindo a mesma
espessura de corte, apds coloracdo com picrocirius, as laminas foram analisadas
pela microscopia de luz convencional para estudo histolégico. Os cortes foram
analisados procedendo-se a leitura em varredura longitudinal, através de
microscopia de luz, utilizando-se um microscopio ScopeAl (Carl Zeiss, Berlim,
Alemanha), acoplado com uma camera AxioCam ICcl. Para as contagens foi
utilizado o software Axion Vision 4.8 que delimitou a porcentagem de area das
fibrilas coldgeno. (Carl Zeiss, Berlim, Alemanha). Apos as contagens, os dados

foram avaliados estatisticamente.

5.9 Quantificacdo de mastécitos

ApGs ser aplicada a coloracdo de hematoxilina-eosina nas laminas, uma area
foi delimitada através de uma ocular micrometrada, e os resultados encontrados
foram obtidos apds investigacdo da quantidade de mastdcitos visualizados através
de microscopia 6tica que possibilitou determinar uma quantidade numérica média
para cada grupo, o controle e o experimental.

Para a quantificacdo dos mastocitos utilizaram-se as laminas coradas pela
hematoxilina-eosina em um microscopio de luz comum, com objetiva de 100x. Para
obtencao da area avaliada, com o auxilio de uma ocular micrometrada, calculou-se a
area de campo. Depois, foram feitas as contagens de mastocitos por campo. Com o
namero de mastocitos e a area, calculou-se a densidade de mastocitos, sendo
expressa em numero de mastécitos por cm.2 A densidade dos mastdcitos foi

alcancada através do uso de uma férmula d= num. Cel / campo x érea.
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5.10 Determinacado da porcentagem de colageno

Na determinacdo da porcentagem de colageno alveolar, utilizaram-se
laminas coradas com picro-sirius em microscopia de luz, utilizando-se um
microscopio ScopeAl (Carl Zeiss, Berlim, Alemanha), acoplado com uma camera
AxioCam ICc1, Com Objetiva de 20x e as imagens fotografadas e armazenadas em
um banco de dados.

Bittencourt (2014) aponta que o microscopio de luz (microscoépio 6tico) utiliza
luz branca comum para observar materiais, fornecendo uma imagem aumentada,
invertida vertical e horizontalmente, e que este aparelho € constituido por uma parte
de suporte e uma parte Optica com sistema de lentes (condensador, objetivas e

oculares).

5.11 Analises estatisticas

Os mastécitos foram quantificados apds coloracdo da hematoxilina-eosina e
sua contabilizacdo por area de campo selecionada, seguido de comparacéo entre o
grupo experimental e o controle.

Os resultados obtidos da quantificacdo do colageno, apos coloracdo com
picro-sirius e andlise microscopica de luz, foram comparados com 0S Qrupos
controles, os dados obtidos foram distribuidos em uma planilha e, em seguida, as
variaveis foram testadas a distribuicdo normal pelo Teste de Lilliefors e para a
comparacao dos diferentes grupos a analise de variancia Anova oneway, observou-
se entdo que nao havia distribuicdo normal do colageno. Nao havendo normalidade
nao foi possivel usar o teste que utiliza média e desvio padrao, entdo utilizou-se do
teste de Mann-Whitney, que comparou as medianas através do programa Bioestat

5.0. Apresentando um valor de significancia de P.0,005.
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6 RESULTADOS

Apresentam-se os dados referentes as analises realizadas da formacéo de
fibrilas coldgeno e mastdcitos durante o processo de reparo 0sseo em alvéolos
dentais de ratos no prazo compreendido entre 04, 07, 14 e 21 dias, ap6s a exodontia
e tratamentos posteriores com a Terapia Fotodindmica nos grupos Controle e

Experimental.

6.1 Presenca de mastécitos

Conforme o grafico apresentado abaixo se observa que a presenca de
mastocitos foi igual no quarto dia apdés a aplicacdo da TFD, com média de
mastocitos (5.9); no sétimo dia, o grupo controle teve um numero maior de
mastécitos em relacdo ao experimental (6.4 para 2.7); ja no décimo quarto dia foi o
grupo experimental que possuia maior numero de mastacitos (8.5 para 2.2); e por
fim, no vigésimo primeiro dia, observou-se que o0s dois grupos continham
semelhante numero de células mastdcitos por area analisada (15.1 para 15.9).

Como a pesquisa possui uma quantidade pequena de amostra o valor de p
no 7° e 14° dias apresentou o valor de p 0,24, entretanto a diferenca ainda pode ser

considerada importante.

18
5 16
o
§ 14
‘S
".3 12
E o 10
ol
3 s B Grupo Experimental
ot 8
E 5,9 5,9 6,4 B Grupo Controle
€ 6
2
o 4 -
£
3
2 2 -
0 - ;

4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Gréfico 1 — Producao de mastocitos entre grupo controle e experimental apés TFD.
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6.2 Formacdao de colageno

Tabela 1 — Comparacéo estatistica da formacao de coldgeno apds TFD entre os
grupos controle e experimental

Mediana*
Valor de
Grupo Experimental (Tamanho da Controle (Tamanho da
p
amostra) amostra)

4 dias 30,61 (117) 17,28 (141) 0,0001
7 dias 25,44 (79) 5,27 (71) 0,0001
14 dias 19,29 (53) 31,37 (104) 0,02
21 dias 45,73 (59) 9,81 (131) 0,0001

*Teste de Mann-Whitney

Pode-se perceber na tabela acima que no quarto dia o grupo experimental
demonstrou maior producdo de colageno em relacdo ao grupo controle (30,61 X
17,28), e no sétimo dia essa constante se manteve (25,44 X 5,27), porém no décimo
quarto dia o grupo controle apresentou maior producéo de colageno (31,37 X 19,29),
contudo, ao final do experimento, no vigésimo primeiro dia, 0 grupo controle
demonstrou uma produc¢do maior que a do grupo controle (45,73 para 9,81).

Observa-se entdo, que na maioria dos grupos analisados, houve diferenca
estatistica relevante entre eles, com média ou mediana maior no grupo
experimental. Somente nos grupos G1A(14)D e G2A(14)D, que o grupo controle
teve mediana maior que o grupo experimental, que pode ser observado na figura-7

abaixo:



4 dias — Grupo Experimental G1A(4)D

4 dias — Grupo Controle G2A(4)D

7 dias — Grupo Experimental G1A(7)D

7 dias — Grupo Controle G2A(7)D

: )

14 dias — Grupo Experimental G1A(14)D

21 dias — Grupo Experimental G1A(21)D

21 dias — Grupo Controle G2A(21)D
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4 dias — Grupo Experimental G1B(4)D

4 dias — Grupo Controle G2B(4)D

7 dias — Grupo Experimental G1B(7)D

A ZZ77 p : B

14 dias — Grupo Experimental G1B(14)D

14 dias — Grupo Controle G2B(14)D
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21 dias — Grupo Experimental G1B(21)D 21 dias — Grupo Controle G2B(21)D

4 dias — Grupo Experimental G1C(4)D 4 dias — Grupo Controle G2C(4)D

-

Figura 7 — Quadro com as fotos das laminas utilizadas para contabilizar a
quantidade de colagenos produzidos apds aplicacdo da TFD no grupo experimental.
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7 DISCUSSAO

As atuais descobertas tecnolégicas que envolvam as ciéncias biolégicas,
sobretudo, no que se refere a Medicina moderna tem se tornado fonte de inspiracéo
para muitas pesquisas. Em meio a essas transformacdes a TFD tem aplicagbes
recentes e ainda pouco descritas na literatura e, embora seja uma radiacdo néo-
ionizante, tem suas propriedades citotoxicas ainda pouco conhecidas. Nesse
contexto, estudos experimentais ja foram feitos, em sua maioria concordando com a
hipotese de que a TFD pode ser capaz de influenciar nos processos celulares, uma
vez que estimula a proliferacdo de varias células, como fibroblastos, osteoblastos,
logo, beneficiando o reparo 6sseo (HENRIQUE; CAZAL; CASTRO, 2010; MARCH e
CASTRO, 2005).

Segundo Perussi (2007), na TFD com administracao tdpica ou sistémica de
corante atoxico sensivel a luz seguida da irradiacdo em baixas doses com luz visivel
e comprimento de onda adequado, na presenca de oxigénio em células combinado
com fotossensibilizador (FS) ativado, pode vir a reagir com moléculas vizinhas por
transferéncia de elétrons ou hidrogénio, conduzindo a producgdo de radicais livres
(RL), ou por transferéncia de energia ao oxigénio, produzindo, espécies reativas de
oxigénio. Em consonancia, Zhou, Xing e Chen (2009), relatam que ambas
alternativas levaram a destruicdo do tecido. Isso confere a TFD vantagens
relevantes no processo de reparo tecidual

Com base nisso, Issa e Manela-Azulay (2010), reportaram em estudos que a
TFD usada com o intuito de causar destruicao seletiva de tecidos, quando realizada
em duas etapas, a primeira com uso de uma droga sensibilizante topica ou
sistémica, e a segunda com uma irradiacdo de uma luz visivel e adicdo de
fotossensibiliantes, administrados exogenamente ou endogenamente, quando
ativados pela fonte de luz, transferiu energia ao oxigénio molecular, gerando
oxigénio singlete para estimular a apoptose.

Colnot et al., (2005) e Baroni (2010), pesquisando alternativas para acelerar
0 reparo 0sseo em ferimentos, descreveram que a TFD pode favorecer o reparo
tecidual, ja que atua em meio aos processo da cascata de inflamacao, otimizando a
proliferacdo das células sanguineas, além de ter contribuido para remodelagdo do

tecido.
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Devescovi, Leonardi, Ciapetti e Cenni (2008), elucidaram que a resposta
inflamatdria € iniciada e orquestrada por mediadores de origem celular, bem como
por aqueles de origem plasmatica que vao prover 0s sinais caracteristicos desta
resposta, ou seja, dor, calor, rubor e tumor, que podem vir associados ou nao da
perda de funcdo do tecido ou 6rgéo afetado. Nesse sentido, a reacao inflamatéria
expressa-se clinicamente como um fendmeno estereotipado e independente da
natureza do agente agressor, mediado por varios fatores, e pode ocorrer somente
pequenas variacbes em determinadas situacdes, dependentes do tecido ou 6rgéo
afetado, e da coexisténcia de estados patoldgicos, que alterariam a capacidade do
organismo de mobilizar as fontes de defesa.

Azevedo (2005), investigando o papel do mastécito na fase aguda da
inflamacé&o, mas ndo em fases decorrentes, nas quais os tecidos sao remodelados,
entende que os mastdcitos ativam a procalagenase e degradam a matriz celular, e
com isso processa o procoladgeno que forma as fibrilas. Com isso, 0 mesmo
observou que o acumulo de mastécitos na fase da inflamacdo contribui para a
formacdao de fibrilas colagenas.

Martins et al., (2011); Martinez et al., (2007); Hinz et. al., (2001), reportaram
que a principal funcdo dos mastécitos consiste em armazenar mediadores quimicos
da inflamacédo, reparo tecidual e angiogénese. Dessa maneira, ap0s o trauma
cirdrgico ocorre um processo inflamatoério, no qual uma cascata de mediadores
promove alteracdes circulatérias e a formacdo de um coagulo. Em seguida, se
estabelece uma regeneracdo, com formacao de tecido ésseo. Numa terceira etapa,
ocorre a maturacao da ferida por mecanismo de remodelagéo éssea.

Chery Yang et al.,, (2013), relataram que, imediatamente apés a injuria
tecidual desenvolve-se uma camada de componentes organicos e inorganicos do
plasma na regido alveolar, sobretudo, proteinas como fibronectina e albuminas, que
se ligam a células da resposta inflamatdria e mesenquimais progenitoras. Tais
células liberam e ativam diversas citocinas e fatores de crescimento responsaveis
por controlar a inflamacéo e estimular a proliferacdo e diferenciagdo de células em
osteoblastos e osteoclastos, além de sintetizar uma rede de colageno que funciona
COmo suporte para o processo de reparo.

Atayde (2011), descreveu que em situagOes envolvendo a cicatrizacao de
feridas abertas os fibroblastos direcionam-se da regido marginal da feriada,

migrando para uma matriz provisoria constituindo de coagulo de fibrina. Ao passo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20C%5Bauth%5D
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que, com cerca de 7 dias apoés o ferimento, tal matriz passa a ser substituida por um
tecido conjuntivo neoformado chamado de tecido de granulagdo, composto em sua
maioria por pequenos vasos, matriz extracelular e células fibroblastica que quando
ativadas convertem-se em miofibroblastos.

Com base nesse entendimento, a avalicdo quantitativa e qualitativa do
coldgeno foi feita com o método de coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) para
analises histolégicas dos mastocitos e picro-sirius para a andlise das fibrilas de
colageno.

Martins et al., (2003), a partir de seus trabalhos exp6s que a coloragéo por
picro-sirius consiste em um método especifico para colageno, ja que cora
efetivamente as glicoproteinas. Os autores supracitados reportaram que ocorre um
aumento de, 700% na intensidade de luz devido a birrefringéncia do colageno
corado pelo picro-sirius quando comparados aos grupos controles. Esses achados
sdo responsaveis por sustentar a observacdo precisa do colageno em diferentes
tecidos e graus de desenvolvimento. Com base nisso, viu-se que o0 espectro das
diferentes coloracbes das laminas, obtidas apos os procedimento da TFD com a
coloracdo de picro-sirius € viavel na diferenciacédo dos tipos de colageno, uma vez
que, a diferenciacéo de cores deve-se, entre outras, a espessura das fibras.

Da mesma forma, Forrester et al., (2002), em pesquisas trabalhando com
comparacdes acerca dos tipos de fibras colagenas evidenciaram que o esquema de
entrelacamento e o alinhamento das moléculas, e ndo apenas sua espessura
contribuem para determinar o padrao de birrefringéncia. Neste aspecto, viu-se que
guando ofertado luz polarizada, as fibras com maior espessura apresentam-se com
um padrdo de coloracao laranja-avermelhada, confirmando que ha colageno tipo |,
logo existe o processo de maturacdo tecidual, como pode ser visto na analise
histol6gica das laminas utilizadas de ratos Wistar submetidos ao experimento, apos
a aplicacdo da TFD no grupo experimental para contabilizar a quantidade de
colagenos produzidos, sobretudo apds 14 dias.

Quanto a quantidade de colagenos produzidos, notou-se o predominio de
colageno tipo | (71,4%) associado a grandes areas com mastocitos, com bordos
bem delimitados, onde as fibras se mantinham unidas por juncbes celulares.
Contudo, diferencas foram constatadas no quarto dia. O grupo experimental
apresentou maior producdo de colageno em relacdo ao grupo controle (30,61 X

17,28), e no sétimo dia essa constante se manteve (25,44 X 5,27), por sua vez, no
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décimo quarto dia o grupo controle apresentou maior producéo de colageno (31,37 X
19,29).

Por conseguinte, ao final do experimento, no vigésimo primeiro dia, 0 grupo
controle demonstrou uma producdo maior (45,73 para 9,81), a partir deste achado,
pode-se verificar a producéo de colageno com a aplicagdo da técnica de TFD poés-
extracdo dental do 2° molar de rato Wistar, gerou um aumento de colageno frente
ao grupo controle, que ndo passou pela técnica.

No entanto, foi demonstrado que ainda ndo se pode afirmar que a producéo
de coladgeno € semelhante no vigésimo primeiro dia, ja que no décimo quarto dia
(periodo de resposta inflamatéria) ele se apresentava em maior quantidade do grupo
gue passou pela TFD em relacdo ao grupo controle (8,2 para 2,2). Assim, entende-
se, que o0 numero maior de mastdcitos no décimo quarto dia pode ter contribuido
para a formacao de fibrilas coladgenas, que, por conseguinte aumentou o numero de
fibrilas de coladgeno posteriormente, fato constatado quando foi quantificado o
namero de colageno produzido apds a aplicacdo da TFD.

Quando se observou padrdo de coloragdo, caracterizado, principalmente
pela presenca de mastécitos formando pequenos populagdes, viu-se um infiltrado
inflamatério bem definido que variou de moderado a intenso. A matriz conjuntiva
colagénica, quando vista nas secc¢Oes coradas pelo picrosirius, foi abundante na
maioria dos casos submetidos a FTD, o colageno ilustrava um aspecto organizado,
com fibras dispostas paralelamente, pds exodontia.

Mazola et al., (2009), em consonancia afirmam que, 7 dias apds extracao de
molares de ratos Wistar, o novo tecido conjuntivo recebe quantidade significativa de
fibroblastos e capilares neoformados, ao passo que o epitélio apresenta uma
proliferacédo celular pouco mais efetiva. A escolha dos periodos de 4, 7, 14 e 21 dias
€ adequado, ja que o processo de reparacao em injurias de exodontia em ratos dura
aproximadamente 21 dias, periodo este que 0 0sso alveolar pode ser preenchido por
trabeculado 6sseo neoformada.

Mesquita et al., (2010), reforcam essa afirmacdo quando alertam que os
macrofagos também atuam tardiamente nos mecanismos de limpeza e reparo
tecidual, porque produz citocinas e fatores de crescimento que ocasionam O
aumento de fibroblastos, ou seja, a sintese do colageno, além de formar novos
vasos e substituir tecidos lesados. Com isso, entende-se que pesquisas sobre o

papel do mastocito no processo pos-inflamacéo ainda gera uma janela de pesquisas
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e, neste estudo, ndo constatou afirmacgdes diferentes frente aos autores que tratam
do assunto.

As respostas positivas deste estudo podem ser validadas pelos
apontamentos de Atayde (2011) que relata que a producdo de colageno é
importante na reparacao alveolar porque este, ao passar pela biossintese, libera
uma matriz extracelular, o procolageno, que passando por processos chega a uma
molécula ativa denominada tropocolageno tripla hélice, moléculas que durante a
fibrilogénese agregam-se formando também fibrilas de colageno. Assim, sdo estas
fibrilas que contribuem na reparacédo e sustentacao do alvéolo.

Com isso pode-se deduzir que a TFD aumentou a producao de fibrilas de
colageno durante o processo de reparacao alveolar, aspecto que pode ter sido
potencializado pela alta producédo de células de mastécitos no décimo quarto dia,
fato positivo e importante constatado nesta pesquisa. Ja que nha resposta
inflamatoria, os mastécitos sdo células imprescindiveis a serem ativadas e, com a
presenca das citocinas de alarme.

Para Roth et al. (2006), é descrito na literatura que varios tipos células,
incluindo macrofagos, células endoteliais, linfocitos e astrocitos, sintetizam citocinas
com atividade pirogénica. Em estudo in vitro, Vasconcelos et al., (2009)
evidenciaram que, mastocitos de origem peritoneal quando estimulados por um curto
periodo com endotoxina bacteriana liberavam para o sobrenadante fatores
pirogénicos. Através de diferentes estimulos, quando ativados podem demonstrar
alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais importantes na regulacdo do
processo inflamatorio e imunoldgico.

Assim, para analisar a proliferacdo de fibroblastos e de colageno, procedeu-
se 0 exame quantitativo estimando-se de maneira aleatdria quantidades recém-
formadas de colageno e fibroblastos, através das laminas, sendo que as laminas
foram classificadas em quatro grupos por periodo, com base no percentual de
colagenos que foram encontrados na area tratada. Os resultados do presente estudo
sugerem que em 14 dias apds a aplicacdo da TFD em ratos Wistar, houve
diferencas significativas na proliferacdo de colageno e fibroblastos nas amostras
investigadas em relacdo ao grupo experimental. Todavia, os periodos de maior
proliferagdo de fibroblastos coincidiram com os intervalos de maior proliferacdo de
mastoécitos. Tais resultados fundamentam a hipétese de a fonte do aumento da

quantidade de colageno tipo |, decorre da presenca de mastocitos,
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consequentemente correlacionado a resposta inflamatdria, ocasionada pela acéo da
TFD.

Entretanto, existem poucos trabalhos correlacionando a aplicagéo in vitro
da TFD e niveis de citocinas. Assim, a aplicacdo da TFD em reparo 6sseo alveolar
de ratos Wistar, nos permitira elucidar se a terapia altera a quantidade de coldgenos
produzidos, e ainda; ampliaria nosso entendimento sobre o uso da TFD como alvo
fisiolégico em mastocitos ativados. Por sua vez, o emprego da TFD em mais
experimentos in vitro, pode viabilizar o entendimento na perspectiva quanto a futura

utilizacéo deste tratamento em processos inflamatorios.
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8 CONCLUSAO

Esta pesquisa teve por objetivo investigar a eficacia da Terapia
Fotodinamica, utilizando o fotossensibilizador protoporfirina IX, na reparacédo alveolar
apos a extracdo do 2° molar em ratos da linhagem Wistar, assim como averiguar se
a técnica contribui na formacdo de mastdcitos e colageno durante o processo de
reparacgao.

Concluiu-se que a técnica de TFD aumentou consideravelmente, no décimo
quarto dia, a producdo de mastocitos, assim como também aumentou
consideravelmente, no vigésimo primeiro dia, o numero de fibrilas de colageno
produzidas na area tratada, fator que trouxe resultados positivos sobre a técnica e
mostrou a importancia da TFD nos tratamentos realizados na area da odontologia.

Entende-se que mais estudos na area devem ser feitos a fim de analisar a
importancia de tais beneficios para os tratamentos odontolégicos, principalmente
agueles que incluem a extracdo dental, contudo esta pesquisa fornece um caminho

positivo e assertivo para que tais pesquisas sejam realizadas futuramente.
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ANEXO |

O UNIUBE

e o Comité de Etica em Experimentag¢io Animal

Oficlo CEEA-071/2012 Uberaba, 9 de novembro de 2012
Ilmo. Prof,
Claudio Roberto Reis Filho

Assunto: Encaminha processo n° 033/2012, sobre o protocolo de Aula Pratica "Acao
modulatéria da terapia fotodinamica e da fosfoetanolamina sobre o reparo ésseo”.

Prezado(a) Professor{a),

Em resposta a sua solicitagdo, Informo que o protocolo acima referido foi submetido a
avaliacdo do CEEA-UNIUBE na reunido do dia 09/11/2012, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,

e

Fhofa. Joely of. fgusiveds Bltta

Coordenadora do CEEA-UNIUBE
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