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RESUMO

Influéncia da agao dos probiéticos associados com a
Fotobiomodulagao no processo de reparo apoés o reimplante dentario

O objetivo do presente estudo foi avaliar a associagao da fotobiomodulagao para o
tratamento da superficie e uso de probiéticos como meio de estocagem no processo
de reparo dos tecidos dentais apdés o reimplante tardio. Cinquenta ratos foram
divididos em 5 grupos e tiveram seus incisivos centrais superiores direitos extraidos
e tratados, de acordo: Grupo Controle Negativo, dentes imersos em soro fisiologico
por 30 min; Grupo Leite, dentes imersos em leite por 30 min; Grupo LLLT, dentes
imersos em soro fisiolégico por 30 min e, apds esse periodo, os dentes foram
fotobiomodulados; Grupo Probiético, dentes imersos em Bifidumbacterium HNO19
por 30 min; Grupo Probidtico + LLLT, dentes imersos em probiotico por 30 min e,
apos esse periodo, os dentes foram fotobiomodulados. Apds, os dentes foram
reimplantados e passados 60 dias os animais foram eutanasiados e parametros
inflamatdrios, reabsortivos e reparatérios foram analisados histologicamente e a
quantidade e qualidade de fibras colagenas foram avaliados histoquimicamente. A
avaliagao histolégica mostrou que o grupo Probidtico + LLLT teve um infiltrado
inflamatdério com intensidade e extensdo expressivos e presenca de reabsorgoes
radiculares, resultados semelhantes aos dos demais grupos (p>0.05). A quantidade
de fibras colagenas maduras foi maior do que as imaturas para todos os grupos
(p<0.05) e nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
avaliados (p>0.05). A associagédo da fotobiomodulagdo com o probidtico pode ser
um protocolo de tratamento alternativo para reimplante dentario tardio,
especialmente por ser semelhante ao grupo Leite, tratamento tradicionalmente
recomendado. Dentro das limitagbes do trabalho e de acordo com os parametros
estudados, conclui-se que os tratamentos empregados podem ser promissores por
apresentaram resultados semelhante ao grupo Leite, podendo ser promissores. No
entanto, mais estudos devem ser realizados para suas indicagoes clinicas.

Palavras-chave: Reimplante dentario, Probidticos, Terapia com luz de baixa
intensidade, Avulsdo dentaria.



ABSTRACT

Influence of the action of probiotics associated with Photobiomodulation in the
repair process after dental reimplantation

The aim of the present study was to evaluate the association between
photobiomodulation for surface treatment and the use of probiotics as a storage
media in the repair process of dental tissues after late reimplantation. Fifty rats were
divided into 5 groups and had their upper right central incisors extracted and treated,
as follows: Negative Control Group, teeth immersed in saline solution for 30 min; Milk
Group, teeth immersed in milk for 30 min; LLLT Group, teeth immersed in saline
solution for 30 min and, after, teeth were photobiomodulated; Probiotic Group, teeth
immersed in Bifidumbacterium HNO19 for 30 min; Probiotic + LLLT Group, teeth
immersed in probiotic for 30 min and, after, teeth were photobiomodulated. The teeth
were reimplanted and after 60 days the animals were euthanized and inflammatory,
reabsorptive and reparative parameters were histologically analyzed. Quantity and
quality of collagen fibers were evaluated histochemically. Histological evaluation
showed that the Probiotic + LLLT group had an inflammatory infiltrate with expressive
intensity and extension and presence of root resorptions, results similar to those of
the other groups (p>0.05). The amount of mature collagen fibers was greater than
the immature ones for all groups (p<0.05) and there was no statistically significant
difference between the evaluated groups (p>0.05). The association of
photobiomodulation with probiotics can be an alternative treatment protocol for late
tooth replantation, especially because the similar results to Milk group, traditionally
recommended treatment. Within the limitations of the work and according to the
parameters studied, it is concluded that the treatments used can be promising
because they presented results similar to the Milk group. However, further studies
should be carried out for its clinical indications.

Key words: Tooth replantation, Probiotics, Low-level light therapy; tooth avulsion.
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1 INTRODUCAO
Avulsdo dentaria ¢ um tipo severo e frequente de traumatismo dentério, caracterizada

pela completa exarticulagio do dente levando a danos a multiplos tecidos.'* Como
consequéncias imediatas da avulsdo, tem-se a deterioracdo das células do periodonto e da
polpa pela falta de suprimento sanguineo e contaminagio bacteriana.'” No alvéolo sdo
observadas a ocorréncia de areas de necrose, exsudato inflamatério e formagao de codgulos
sanguineos no espaco do ligamento periodontal. '

O tratamento de escolha para a avulsao dentdria ¢ o reimplante no alvéolo. Quando
realizado de maneira imediata, o processo de reparo ¢ mais favoravel.'” Quanto maior for o
tempo em que o dente permanece fora do alvéolo, mais dificil serd o reestabelecimento da
satde dos tecidos dentarios danificados, portanto o reimplante tardio apresenta taxas de
sucesso inferiores e dependente do tempo extra-alveolar, da integridade das células do
ligamento periodontal e da polpa e do meio de estocagem do dente avulsionado.>”

A principal consequéncia do reimplante dentario ¢ a ocorrencia da reabsorcdo
radicular, que pode ocorrer através de dois mecanismos: inflamatdria e por substitui¢do.'* No
primeiro caso, a contamina¢ao bacteriana e a necrose induz o processo inflamatorio e a
presenca de mediadores da atividade osteoclastica local, sendo mais agressivo tanto ao dente
quanto ao osso alveolar.” No outro tipo de reabsorcio, o ligamento periodontal necrotico nio
tem mais funcdo, desaparecem as estruturas essenciais para a protecdo da superficie radicular
contra a instalacdo das unidades de remodelacio 6ssea.” A raiz permanece exposta ao 0sso
circundante e ocorre anquilose dental. Por consequinte, o dente passa a participar do processo
de remodelagio fisiologica continua (reabsor¢do e substitui¢do) do osso alveolar.’” Dessa
forma, a raiz ¢ gradualmente substituida por 0sso.’

A fim de mimetizar a ocorréncia de reabsor¢des radiculares, diversos meios de
estocagem para dentes avulsionados e tratamentos de supericie radicular estdo sendo
estudados, embora ainda ndo existe uma unica solugdo que preencha requisitos para ser
considerado como o meio ideal para armazenamento temporario de dentes avulsionados, e,
portanto, pesquisas sobre este campo deve continuar.®”

Sabe-se da importancia de se manter o dente em meio umido a despeito de seco para a
manuten¢do da viabilidade celular.'® O meio recomendado pela Associacao Internacional de
Traumatismo Dentario ¢ o uso do leite por um periodo de até 6 horas, por ter pH compativel,
ser de facil acesso e baixo custo para aquisicdo, possuir fatores de crescimento.'® Ainda

assim, reabsorg¢oes radiculares sao relatadas.



Os probioticos sdo suplementos alimentares, de microrganismos vivos que podem
melhorar a saide do individuo, evitando a colonizacdo de bactérias patogénicas por manter
um equilibrio na flora intestinal, assim como bucal™'® A secre¢io de compostos
antimicrobianos e o combate de diversas doencas gastrointestinais como por exemplo, a
intolerancia a lactose, podem ser enumeradas como ac¢des dos probidticos.”'® Avancos em
relagdo aos seus beneficios nos casos de doengas bucais tem sido realizados como na carie
dentéria e doenca periodontal.”'°

Além disso, pesquisas atuais avaliaram o efeito do probidtico como meio de
estocagem temporaria antes do reimplante dentario.'"'? Caglar e colaboradores (2010)
compararam o numero de células do ligamento periodontal vidveis quando expostas a solucao
salina balanceada de Hank (HBSS), soro fisiologico, solugdo probidtica de Lactobacillus

1 . . .
Foi observado que todos meios de estocagem apresentaram potencial

reuteri ¢ leite."
semelhante na preservagdo da vitalidade do ligamento periodontal.'’ Continuando a linha de
pesquisa, Caglar e colaboradores (2015) avaliaram o iogurte probidtico de Bifidobacterium
animalis (DN 173010) e, em semelhanca ao estudo anterior, o probiotico foi considerado um
meio de estocagem efetivo e promissor.'” No entanto, o método utilizado possui limitagdes

que necessitam ser superados com outros estudos.11,12

Outro passo a ser considerado no tratamento do dente avulsionado antes do reimplante
¢ o tratamento de superficie.”"> Algumas substancias foram estudadas e indicadas para esse
fim, especialmente o fluoreto de sodio.”* No entanto a literatura atual é controversa sobre a
realizacdo ou ndo do tratamento de superficie e o guia de 2019 da Associag¢do Internaciona de
Traumatologia Dentaria aponta para apenas para a remog¢ao de debris e contaminagdo visivel
por meio de agitacdo ativa do dente no meio de estocagem fisiolégico ou com uma gaze
embebida em soro.” Ndo obstante, consequencias danosas sdo relatadas em decorréncia do
reimplante e deve-se pensar em formas de superd-las. Dentro desse contexto, recentemente, a
fotobiomodulagdo foi sugerida para esse fim pois as reagdes bioquimicas alteram o
metabolismo celular resultando em estimulacdo do reparo tecidual com beneficios antidlgico,
anti-inflamatorio e

regenerativo.'*'>

Em estudos prévios, a fotobiomodulacdo apresentou baixas taxas de reabsor¢do
radicular inflamatéria externa, anquilose e inflama¢io demonstrados.'*'® de Carvalho e
colaboradores (2016) extrairam dentes de ratos e, antes do reimplante, os irradiaram a laser

das superficies radiculares e entrada do alvéolo (k = 780 nm; P = 70 mW; DE = 21 J / cm?).
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Foram observados efeitos biomodulativos positivos no reparo alveolar e nenhuma reabsor¢ao
inflamatéria da raiz ap6s 60 dias."* Em 2017, de Santana e colaboradores avaliaram o efeito
da fototerapia a laser (A 780 nm) reparadora na polpa dentéria dentes de ratos avulsionados e
reimplantados e foi constatado um aumento na espessura da camada de dentina reacional,
além de polpa dentaria celular e vascularizada, sem sinal de inflamagdo."®

Em fun¢do das caracteristicas promissoras desses dois tratamentos (probiotico e
fotobiomodulagdo), a hipdtese testada no presente estudo € que a associacdo deles pode ser
benéfica e superior ao leite, a fim de aumentar as taxas de sucesso apds o reimplante dentario,
e esses dados sdo inéditos na literatura atual. Dessa forma, o propdsito deste estudo foi avaliar
a associacdo da fotobiomodulagdo para o tratamento da superficie e uso de probidticos como

meio de estocagem no processo de reparo dos tecidos dentais apds o reimplante tardio.
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2 MATERIAL E METODO

Principios éticos na pesquisa

A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, sob protocolo de nimero 5811, respeitandose os
principios éticos da experimentacdo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, o guia ARRIVE (Animal Research: Reporting of in vivo

Experiments) e a legislacdo em vigor.

Animais

Cinquenta ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) com o peso variando
entre 250 e 300g foram divididos em 5 grupos com 10 animais por grupo. Os ratos foram
adquiridos e mantidos no biotério central da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE,
Presidente Prudente, Sao Paulo, Brasil).

Antes e apds o procedimento cirurgico os animais receberam ragdo solida (Racao
Ativada Produtor-Anderson & Clayton S. A.) e dgua ad libitum. No periodo de jejum (1 hora)

que antecedeu o procedimento cirargico, os animais foram mantidos apenas com agua.

Exodontia - procedimento cirurgico simulando a avulsdo dentaria

Para o procedimento cirargico nos animais, foi administrado por via intramuscular
Cloridrato de Xilazina (Coopazine — Coopers Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil) e Cloridrato de
Cetamina (Vetaset - Fort Dodge, Sdo Paulo, SP, Brasil) nas dosagens de 0,05mg e 0.075mg
para cada 100g de peso corporal, respectivamente, para a obtengdo do efeito anestésico.

Uma vez imobilizado o animal, realizou-se a anti-sepsia da por¢ao anterior da maxila
com PVPI (Riodeine — Ind. Farmac Rioquimica Ltda), sindesmotomia, luxacio e extracdo do
incisivo superior direito com auxilio de instrumental especialmente adaptado.

Os dentes foram divididos de forma aleatoria em 5 grupos. Grupo Controle, no qual os
dentes extraidos permaneceram imersos em soro fisiologico por 30 minutos. Grupo Probiotico
no qual os dentes foram extraidos e imersos em Probidtico Bifidumbacterium HNO19 por 30
minutos. Grupo LLLT no qual os dentes extraidos e imersos em soro fisiolégico por 30
minutos e, apds esse periodo, os dentes foram fotobiomodulados. Grupo Probidtico + LLLT

no qual os dentes extraidos e estocados em probidtico Bifidumbacterium HNO19 por 30
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minutos e, apés esse periodo, os dentes foram fotobiomodulados. Grupo Leite no qual os

dentes extraidos foram imersos em leite por 30 minutos.

Fotobiomodulagao

Para os grupos que foram irradiados com o laser, utilizou-se o seguinte protocolo:'* as
superficies radiculares mesiais e distais com a ponta posicionada a 3,5cm de distancia da
superficie a ser irradiada foram tratadas com laser de diodo de onda continua com arseniato
de galio-aluminio (GaAlAr) emitido a 780 nm (luz visivel), 70 mW de poténcia de saida pelo
modo de ondas continuas, com 8,4 j/cm® de densidade de energia (fluéncia) por ponto e,
portanto, 16,8 j/em” de densidade de energia (fluéncia) por sessdo e com um tempo total de
irradiagao de 320s. As feridas alveolares também foram tratadas com um laser de diodo de
onda continua com arseniato de galio-aluminio (GaAlAr) emitido a 780 nm (luz visivel), 70
mW de poténcia de saida pelo modo de ondas continuas, com 4,2 j/cm® de fluéncia por
ponto/sessdo e com um tempo total de irradiacdo de 60s. A irradiacdo foi realizada em uma
unica aplica¢do pontual no modo de contato no ter¢o médio da superficie palatina da ferida

alveolar.

Tratamento endodontico

Na sequéncia realizou-se a remocao da papila dentaria com uma lamina de bisturi
#15c (Swann Morton, Sheffield, no Reino Unido) e a limpeza do canal radicular via
retrograda com o auxilio das limas tipo flexofile #15, #20 e #25 (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suica), a irrigacdo abundante do canal radicular com solu¢ao salina e a colocagdo

da pasta de hidroxido de calcio manipulada manualmente com propilenoglicol.

Reimplante dentario

Apo6s o cumprimento desses passos os dentes foram reimplantados em seus respectivos
alvéolos e ndo houve a necessidade de colocacdo de esplintagem flexivel (16). Apds o
reimplante, todos os animais receberam dose tnica de 20.000 UI de penicilina G benzatina
(Fontoura Weyth) por via intramuscular e 3mg/kg de Cloridrato de Tramadol (Tramal,

Laboratorios Pfizer LTDA, Guarulhos, Sao Paulo, Brasil) por 3 dias.
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Eutanasia e preparagdo das pegas para andlise

Sessenta dias apos o reimplante, os animais foram submetidos a eutanasia por meio da
sobre dose anestésica de Tiopental Sodico (Syntec, USA) na dosagem de 100150mg/Kg para
cada animal na cavidade peritoneal. A maxila direita contendo o dente reimplantado foi
separada da esquerda na linha mediana usando-se um escalpelo. Um corte na por¢ao distal do
3° molar possibilitou a obtencao do espécime, que foi fixado em solugdo de formalina neutro
a 4% (Merck, Sao Paulo, Brasil) por sete dias; lavado em dgua corrente por 24 horas e
descalcificado com solu¢ao de EDTA a 10% com pH 7,0 (Titriplex III, Merck, Sao Paulo,
Brasil). Apos a descalcificacdo, realizou-se a macroscopia das pecas com o objetivo de
orientar de forma a obter cortes no sentido longitudinal e as pegas foram embebidas em
parafina. Trés cortes longitudinais semiseriados de 4um de espessura foram corados com
Hematoxilina e Eosina para a analise histomorfologica. Os cortes foram avaliados e o corte
que continha toda a extensdo radicular e a cavidade pulpar, bem como a coroa foi selecionado
para a analise.

Mais trés cortes longitudinais semi-seriados de 4um de espessura foram corados com
coloracdo de vermelho Picrosirius. Os cortes histologicos apoés deparafinizadas, foram
hidratadas e imersas em solu¢do de sirius F3BA em acido picrico aquoso por 1 hora. As
seccoes coradas foram lavadas em dois banhos de solucdo de acido acético a 0,5% por 1
minuto. Apos desidratagdo, as secgdes protegidas com meio de montagem e laminula de

vidro.

Avaliagdo histologica

A analise microscopica foi realizada com o auxilio de microscopio Optico (Olympus
CX31- Tokyo-Japan) por um avaliador calibrado. Foram avaliadas as caracteristicas do
ligamento periodontal, o osso alveolar, cemento e dentina do terco médio e apical da regido
palatina.'” Na regido cervical, foram avaliados apenas os eventos histologicos inser¢io
epitelial e intensidade do processo inflamatorio, devido ao trauma causado pelo processo de
extragio dentaria.'” As imagens foram digitalizadas e analisadas com o auxilio do programa
Leica Las Interactive Measurements (Série Las 13870, Leica Mikrosysteme Vertriecb GMBH
— DSA, Alemanha).

Um escore de 1 a 4 foi atribuido para a inser¢ao epitelial, organizagdo do ligamento
periodontal, reabsorcdo radicular, reparo radicular, reabsorco 6ssea e anquilose.!” O escore 1

representa o melhor resultado, os escores 2 € 3 ocupam a posicao intermediaria e o escore 4
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representa o pior resultado. A avaliagdo foi descrita no trabalho de Correa e colaboradores em
2017."

Para avaliagdo da insercdo epitelial, os escores foram os seguintes: 1- jungdo cemento-
esmalte; 2- abaixo da jun¢do cemento-esmalte; 3- bem abaixo da jun¢do cemento-esmalte
(perto do terco médio da raiz); e 4- auséncia de epitélio juncional.

A intensidade do processo inflamatorio foi baseado no critério descrito por
Wolfson and Seltzer em 1975. 1- auséncia ou presenga ocasional de células inflamatorias; 2-
pequeno numero de células inflamatorias (até 10 células por campo com uma amplificagdo de
400x); 3- nimero moderado de células inflamatorias (de 11 a 15 células por campo com uma
amplificacao de 400x); e 4- grande nimero de células inflamatorias (>50 células por campo
com uma amplificacdo de 400x).

Os escores para a extensao do processo inflamatorio atribuidos da seguinte forma: 1-
auséncia ou presenga ocasional de células inflamatorias; 2- processo inflamatdrio restrito ao
tecido conjuntivo da parte interna do epitélio; 3- processo inflamatorio que se estende
apicalmente a uma pequena por¢do do tecido conjuntivo subjacente ao tecido conjuntivo da
porcao interna do epitélio gengival; e 4- processo inflamatério atingindo a proximidade da
crista Ossea alveolar.

Para a organizac¢do do ligamento periodontal, os escores foram os seguintes: 1- fibras
periodontais inseridas no osso € no cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento; 2-
fibras periodontais inseridas no 0sso € no cemento por 2/3 do comprimento do ligamento; 3-
fibras periodontais inseridas no 0sso € no cemento por 1/3 do comprimento do ligamento; e 4-
auséncia de fibras do ligamento periodontal inserida no 0sso e no cemento.

Os mesmos critérios empregados para a area de inser¢cdo epitelial foram utilizados
para a intensidade do processo inflamatorio do ligamento periodontal. A extensdo do processo
inflamatério no ligamento periodontal foi atribuida de acordo com os escores: 1- auséncia ou
presenca ocasional de células inflamatorias; 2- processo inflamatorio somente na por¢ao
apical ou coronaria do ligamento periodontal ou pequena area lateral; 3- processo inflamatorio
que afeta mais de 1/2 do ligamento periodontal lateral da raiz do dente; e 4 - processo
inflamatério que afeta todo o ligamento periodontal.

Os escores atribuidos para reabsor¢des radiculares ativas ou inativas foram: 1-
auséncia de reabsor¢do radicular ou reabsor¢cdo reparada; 2- areas de reabsor¢do inativa
(auséncia de células clasticas); 3- pequenas areas de reabsorcao ativa; e 4- areas extensas de

reabsorcao ativa.
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Reparo em areas de reabsorcao radicular foi pontuado em escores da seguinte forma:
1- auséncia de reabsor¢do ou deposi¢do de cemento recém formado em todas as areas de
reabsor¢ao; 2- deposicao de cemento recém formado em 1/2 ou mais das areas de reabsorcao;
3- deposicao de cemento recém formado em menos de 1/2 das areas de reabsorcdo; e 4-
auséncia de deposicao de cemento recém formado nas areas de reabsorcao.

Para areas de reabsorcdo Ossea ativa e inativa, utilizou-se o seguinte sistema de
escores: 1- auséncia de area de reabsor¢do; 2- area de reabsorcao inativa (auséncia de células
clasticas); 3- pequenas areas de reabsorcao ativa; e 4- areas extensas de reabsor¢do ativa.

Os escores atribuidos para o perimetro das areas anquilosas foram: 1- auséncia de
anquilose; 2- pequenas areas de anquilose; 3- 1/3 da raiz anquilosada; e 4- 2/3 da raiz
anquilosada.

As medidas da extensdo das areas de reabsorcao radicular realizadas circundandose
todas as dareas reabosrvidas presentes na extensdo radicular nos cortes histologicos no

aumento de 40x e medidas em p>.

Avaliagdo histoquimica

As laminas histologicas foram analisadas sob microscopia de luz polarizada. Para isso,
uma imagem da regido palatina dos dentes foi capturada por meio de uma camera digital
acoplada ao microscopio (Leica ICC50 HD) na magnificagdo de 4x e imagens dos tercos
cervical, médio e apical foram capturadas na magnificacdo de 40%x. O software Imagel
(ImageJ—National Institutes of Health) foi utilizado. Foi realizada a selecdo da area de
interesse € por meio da fun¢do “RGB Measure” conseguiu-se identificar valores para a cor
vermelha (R), verde (G), e azul (B). Os valores do verde foram usados para calcular a
porcentagem de fibras colagenas maduras e os valores de verde para as imaturas. A avaliagao

com o vermelho Picrosirius foi descrita no trabalho de Santinoni e colaboradores em 2020.'8

Analise estatistica

Os testes de normalidade e homogeneidade das variancias foram verificadas. Para os
parametros histomorfométricos, as diferencas entre os grupos foi determinado pelo teste
Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste Dunn quando o Kruskal-Wallis sugriu uma diferenca
estatisticamente significante. Para as porcentagens de fibras colagenas maduras e imaturas, as
diferengas entre os grupos foi determinada pelo teste ANOVA, seguido do pds-teste Tukey

quando o ANOVA sugeriu uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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3 RESULTADOS
Inserc¢ao epitelial

Na tabela 1 estdo descritos os escores entre os grupos experimentais para a inser¢ao
epitelial e a letra E das figuras 2, 3, 4, 5 e 6 sdo representativas de cada grupo experimental.

No Grupo Controle, a maioria dos espécimes apresentou area de insercao epitelial bem
abaixo da jun¢do cemento-esmalte (perto do ter¢o médio da raiz). A maioria dos espécimes
apresentou em seu tecido conjuntivo subjacente um intenso infiltrado inflamatério com
presenga de grande nimero de células inflamatorias e grande extensdo do processo
inflamatoério atingindo a proximidade da crista 6ssea alveolar.

Por sua vez, o Grupo Leite teve a maioria das amostras com inser¢ao epitelial na
jungdo cemento-esmalte ou logo abaixo da jungdo cemento-esmalte. No critério intensidade
do infiltrado inflamatorio, apresentou um grande infiltrado inflamatério. No entanto, a
extensdo do infiltrado inflamatério permeou entre estar restrito ao tecido conjuntivo da parte
interna do epitélio (4/10), estender-se apicalmente a uma pequena porc¢ao do tecido conjuntivo
subjacente ao tecido conjuntivo da por¢do interna do epitélio gengival (3/10) e atingir a
proximidade da crista 0ssea alveolar (3/10).

No Grupo LLTT, houve predominio da area de inser¢do bem abaixo da juncdo
cemento-esmalte. A intensidade do processo inflamatério foi representada por um pequeno
numero de células inflamatdrias, sendo restrito ao tecido conjuntivo da parte interna do
epitélio.

O Grupo Probiotico apresentou os espécimes com melhor score de todos os grupos em
relacdo a area de insercao epitelial, sendo na juncao cement-esmalte. Em relacdo a intensidade
e extensdo do processo inflamatoério ambos apresentaram scores altos, que representam
intenso numero de células infiltratadas estendendo-se até a crista Ossea.

Por fim o grupo em que houve a associacao entre LLLT e Probiotico observouse uma
heterogeineidade entre as amostras para o mesmo parametro. Em relag@o a 4rea de insergao,
as amostras tiveram scores distribuidos em insercao na jun¢do cementoesmalte (3/8), logo
abaixo da jungdo (2/8) e bem abaixo da jun¢do (3/8). Intensidade inflamatdria em (3/8)
pequeno numero de células inflamatorias (até 10 células por campo com uma amplificagao de
400x); (2/8) numero moderado de células inflamatorias (de 11 a 15 células por campo com

uma amplificacdo de 400x); e (3/8) grande numero de células inflamatorias (>50 células por
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campo com uma amplificagdo de 400x). A extensdo do processo inflamatorio restrito ao
tecido conjuntivo da parte interna do epitélio (5/8), e processo inflamatério atingindo a
proximidade da crista dssea alveolar (3/8) obtendo o perfil mais equilibrado de todos os

grupos em relacgdo a insercao epitelial.

Ligamento periodontal

Na tabela 2 estdo descritos os scores entre os grupos experimentais para o ligamento
periodontal e a letra E das figuras 2, 3, 4, 5 e 6 sdo representativas de cada grupo
experimental.

Quando avaliada a organizacdo do ligamento periodontal no Grupo Controle, a
maioria dos espécimes apresentou inser¢ao das fibras no osso e cemento ao longo de todo o
comprimento do dente. Observou-se um intenso infiltrado inflamatério de células em toda a
extensdo do ligamento periodontal.

No Grupo Leite, houve uma distribuigdo maior dos espécimes entre os scores, fibras
periodontais inseridas no osso € no cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento
(4/10); fibras periodontais inseridas no osso € no cemento por 2/3 do comprimento do
ligamento (1/10); fibras periodontais inseridas no osso € no cemento por 1/3 do comprimento
do ligamento (4/10); e auséncia de fibras do ligamento periodontal inserida no 0sso € no
cemento (1/10). Houve um intenso infiltrado inflamatorio de células em toda a extensao do
ligamento periodontal.

Os espécimes do Grupo LLTT apresentaram fibras periodontais inseridas no 0sso € no
cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento, intenso infiltrado de células
inflamatorias em toda a extensdo do ligamento periodontal.

No Grupo Probidtico, as amostras tiveram scores mais distribuidos, fibras periodontais
inseridas no osso € no cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento (4/10); fibras
periodontais inseridas no 0sso € no cemento por 2/3 do comprimento do ligamento (2/10);
fibras periodontais inseridas no osso € no cemento por 1/3 do comprimento do ligamento
(1/10). Quanto ao critério infiltrado inflamatorio, pequeno nimero de células inflamatorias
(1/10); ntimero moderado de células inflamatérias (5/10); e grande nimero de células
inflamatérias (4/10). Quanto a extensdo, auséncia ou presenga ocasional de células
inflamatorias (1/10); processo inflamatorio somente na porgdo apical ou corondria do
ligamento periodontal ou pequena area lateral (4/10); processo inflamatorio que afeta mais de
1/2 do ligamento periodontal lateral da raiz do dente (2/10); e processo inflamatério que afeta

todo o ligamento periodontal (3/10).
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No grupo Probiotico + LLLT houve uma concentragdo de amostras com ligamento em
toda extensdo do osso e cemento. O infiltrado inflamatério foi moderado e intenso. A
extensdo do processo inflamatorio afetou mais de 1/2 do ligamento periodontal lateral da raiz

do dente ou todo o ligamento periodontal.

Reabsorc¢do radicular, reparo, reabsor¢do ossea e anquilose

Na tabela 3 estdo descritos os scores entre 0s grupos experimentais com relagdo a
reabsorcao radicular, ao reparo, reabsor¢do dssea e anquilose ¢ a letra E das figuras 2, 3,4, 5 ¢
6 sdo representativas de cada grupo experimental.

No grupo Controle os espécimes apresentaram os scores distribuidos em pequenas
areas de reabsor¢do ativa e areas extensas de reabsorcao ativa (4/8). Em relagdo ao quesito
reparo das areas com reabsor¢do radicular, os especimes em sua maioria apresentaram
auséncia de deposicao de cemento recém formado nas areas de reabsorcao (6/8). Quanto a
reabsor¢do Ossea, observou-se, na sua maioria, auséncia de area de reabsor¢do (6/8), com
apenas 2 amostras apresentando pequenas areas de reabsor¢do Ossea ativa. Houve auséncia de
anquilose (5/8) na maioria dos espécimes (5/8). Uma amostra apresentou pequenas areas de
anquilose; outra apresentou 1/3 da raiz anquilosada; e, da mesma forma, uma amostra com 2/3
da raiz anquilosada.

O grupo Leite em relagdo as reabsor¢des radiculares, assim como o grupo controle
houve distribui¢do das amostras em pequenas areas de reabsorcdo ativa (4/10) e areas
extensas de reabsorcdo ativa (5/10). Apenas uma amostra ndo apresentou reabsor¢ao
radicular. Em relag¢@o ao quesito reparo das areas com reabsor¢do radicular, os especimes em
sua maioria apresentaram auséncia de deposi¢do de cemento recém formado nas areas de
reabsor¢ao (6/10); 2 amostras apresentaram deposicao de cemento recém formado em menos
de 1/2 das éareas de reabsorcdo; uma amostra com deposi¢ao de cemento recém formado em
1/2 ou mais das areas de reabsor¢ao e uma amostra com auséncia de reabsor¢ao ou deposi¢ao
de cemento recém formado em todas as areas de reabsor¢cdo. Quanto a reabsorcdo Ossea
observou-se auséncia de area de reabsor¢ao (4/10), areas extensas de reabsor¢do Ossea ativa
(4/10) e duas amostras com pequenas areas de reabsor¢do Ossea ativa. Quando analisado o
critério anquilose, observou-se auséncia de anquilose na maioria das amostras (5/10); duas
com 1/3 da raiz anquilosada e quatro com 2/3 da raiz anquilosada.

Espécimes do grupo LLLT, em relagdo ao quesito reabsorcao radicular observouse
predominio de areas extensas de reabsor¢do radicular ativa (5/9), no entanto, 2 amostras com

pequenas areas de reabsor¢dao radicular ativa e 2 amostras apresentaram auséncia de
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reabsor¢dao radicular ou reabsor¢cdo reparada. Quanto ao reparo em areas de reabsorcao
radicular, foram observados escores da seguinte forma nas amostras: predominio de auséncia
de deposicao de cemento recém-formado nas areas de reabsorcao (4/9); presenca de deposicao
de cemento recém-formado em menos de 1/2 das areas de reabsor¢do (3/9); e auséncia de
reabsor¢ao ou deposicao de cemento recém-formado em todas as areas de reabsor¢ao. Houve
auséncia de areas de reabsor¢do Ossea em todas amostras, exceto uma que apresentou
pequenas areas de reabsorcdao ativa. Auséncia de anquilose na maioria das amostras (6/9);
duas com pequenas areas de anquilose; e apenas uma amostra com 2/3 da raiz anquilosada.

No grupo probiodtico, os espécimes apresentaram maior concentragdo de pequenas
areas de reabsorcdo ativa (4/10); e areas extensas de reabsorcdo ativa (4/10). Apenas uma
amostra teve auséncia de reabsorcdo radicular e outra com areas de reabsor¢do inativa
(auséncia de células clasticas). Quanto ao reparo, houve predominio do score 4 (6/10) e score
3 (3/10); apenas uma amostra com score 2. Apresentaram auséncia de area de reabsorcao
Ossea (8/10) na maioria das amostras; pequenas areas de reabsor¢do ativa em uma amostra e
areas extensas de reabsorcdo ativa em outra. Os espécimes apresentaram auséncia de
anquilose (6/10); pequenas areas de anquilose (3/10); 1/3 da raiz anquilosada (1/10).

O grupo LLLT + Probidtico apresentou as amostras com areas extensas de reabsor¢ao
radicular ativa (7/8) e uma amostra com pequena area com reabsorcao ativa, além de auséncia
de deposi¢ao de cemento recém-formado nas areas de reabsorcao (7/8) e apenas um espécime
com deposi¢dao de cemento recém-formado em menos de 1/2 das areas de reabsor¢dao. Houve
auséncia de area de reabsor¢do Ossea em suas amostras. Em relacdo a anquilose das raizes

houve auséncia de anquilose (4/8); pequenas areas de anquilose (1/8); 1/3 da raiz anquilosada
(3/8).



TABLE 1: Numeric values of epithelial insertion and scores in five experimental groups

Groups Control Milk LLLT Probiotics LLLT+Probiotics
Scores 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Histomorphological events
Epithelial insertion
8/10
0/8 2/8 6/8 081 6/10 4/10 0/10 0/10 |29 1/9 6/9 09 1/10  1/10  0/10
Area (insertion site) 3/8 2/8 3/8 0/8
0/8 o0/8 1/8 7/8| 0/10 0/10 2/10 810 0/9 7/9 2/9 0/9 | 2/10 0/10 1/10 7/10
Intensity of inflammatory infiltrate 0/8 3/8 2/8 38
1/10
0/8 08 2/8 681010 4/10 3/10 3/10| 09 7/9 2/9 09 2/10  0/10  7/10

Extent of inflammatory infiltrate

0/8 5/8 0/8 3/8
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TABLE 2: Numeric values of periodontal ligament and scores in five experimental groups

Groups Control Milk LLLT Probiotics LLLT+Probiotics
Scores 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 4
Histomorphological events
Periodontal ligament
1/10
7/8 0/8 1/8 0/8 | 410 1/10 4/10 8/9 0/9 1/9 0/9 | 4/10 2/10 3/10 1/10
Organization 7/8 /8 0/8 0/8
0/8 0/8 0/8 88| 0/10 0/10 0/10 10/10 | 0/9 1/9 2/9 6/9 | 0/10 1/10 5/10 4/10
Intensity of inflammatory infiltrate 0/8 0/8 4/8 4/8
7/10
0/8 0/8 0/8 88| 0/10 1/10 2/10 0/9 1/9 179 7/9 | 1/10 4/10 2/10 3/10

Extent of inflammatory infiltrate

0/8 0/8 4/8 4/8




TABLE 3: Numeric values of root resorption, bone resorption, and ankylosis in five experimental groups

Groups Control Milk LLLT Probiotics LLLT+Probiotics

Scores 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Histomorphological events
0/8 0/8 4/8 4/8] 1/10 0/10 4/10 5/10|2/9 0/9 2/9 59| 1/10 1/10 4/10 4/10

Active and inactive root resorption 0/8 0/8 1/8 18
0/8 2/8 0/8 6/81] 1/10 1/10 2/10 6/10 | 2/9 0/9 3/9 4/9 | 0/10 1/10 3/10 6/10

Repair of root resorption 0/8 0/8 1/8 1/8
6/8 0/8 2/8 0/8] 410 0/10 2/10 4/10| 89 09 1/9 0/9 | 810 0/10 1/10 1/10

Bone tissue resorption 8/8 0/8 0/8 078
58 1/8 1/8 1/8 ] 510 3/10 2/10 0/10 | 6/9 2/9 0/9 1/9 | 6/10 3/10 1/10 0/10

Bone tissue ankylosis 4/8 /8 3/8 08
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Area de reabsorcao radicular
Na figura 1 esta representada a area de reabosr¢do radicular em p? Foram somadas

todas as areas de reabsor¢ao no mesmo dente avaliado e foi feita uma média por grupo. Apds

analise estatistica, ndo foram observadas diferencas significantes entre os grupos avaliados.

Average
2500
2000
1500
N
=2
« 1000
o
<
500 I.EI IIEI “\l
0
Control LLLT Probiotics  LLLT+Probiotics
-500
Groups

Figura 1. Média e desvio padrao da area de reabsor¢do radicular por grupo avaliado.

Fibras colagenas maduras e imaturas
Na tabela 4, estdo descritos os resultados das porcentagens de fibras colagenas maduras e
imaturas e as figuras 2, 3, 4, 5 e 6 s@o representativas de cada grupo experimental de forma
geral (A) e para os tergos cervical (B), médio (C) e apical (D). Ao avaliar a por¢do palatina
em menor aumento, ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre todos os
grupos, apesar de haver uma tendéncia do grupo leite dispor de menor quantidade de fibras
colagenas maduras do que os demais grupos. Esse resultado corrobora quando analisados os

tergos cervical, médio e apical.



24

Quando comparadas as quantidades de fibras colagenas maduras e imaturas, gouve

diferenga estatisticamente significante independente do ter¢o radicular avaliado, sendo que ha

uma quantidade maior de fibras colagenas maduras quando comparado com as imaturas

(p<0.05).

TABLE 4: Percentage of mature and immature collagen fibers from each group in general and in cervical, middle and apical thirds.

Groups Negative Control Milk LLLT Probiotics LLLT+Probiotics
General

Mature 83.84 (+6.05) 78.96 (+4.59)  [82.06 (+3.55) 80.67  (4.65) 86.11  (£3.31)
Immature * 16.16 (+6.05) 21.04 (+4.59) [17.94 (+3.55) 1933 (4.65) 1389  (+3.31)
Area 47656  (£528.81) 35741 (£93.54)  [550.66  (£217.87) 69498  (2467.41) [386.63  (£115.41)
Cervical Third

Mature 87.94 (+5.25) 79.75 +7.79) [s4.88 (+7.00) 87.08  (+3.15) 89.58  (+£3.43)
Immature * 12.06 (+5.25) 20.25 *7.79) |15.12 (+7.00) 1292 (43.15) 1042 (+3.43)
Area 113863 (+232.67)  [1475.03  (239236) [2156.97  (£598.98) [2147.40  (+489.01) [1842.68  (£561.79)
Middle Third

Mature 89.08 (+8.42) 83.93 +5.72)  [87.86 (+3.28) 8429  (£6.04) 9133 (#5.12)
Immature * 10.92 (+8.42) 16.07 #5.72) |12.14 (+3.28) 1571 (£6.04) 867  (25.12)
Area 114605  (+335.04)  1211.63  (£19825) [1604.57  (#435.61) [177391  (+511.07) [148759  (£573.58)
Apical Third

Mature 87.73 (+3.07) 85.96 *4.72) [85.23 (+2.29) 84.04  (£6.75) 88.92  (+4.36)
Immature * 1227 (+3.07) 14.04 «4.72)  |1a77 (+2.29) 1596  (£6.75) 11.08  (+4.36)
Area 103274 (+425.11)| 19826  (+355.83)]1660.62 (+408.14) 1877.86 (£621.05)| 1175.04  (+248.81)

Figura 2: Grupo Controle. A, Vermelho picrosirius na magnificacdo de 20x. Vermelho

picrosirius na magnificagdo de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na

magnificagdo de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C),

dentina (D), reabsorc¢do radicular (R) e osso alveolar (O).
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Figura 3: Grupo Leite. A, Vermelho picrosirius na magnificagao de 20x. Vermelho picrosirius
na magnificacao de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na magnificacao de
20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C), dentina (D),

reabsorcao radicular (R) e osso alveolar (O).
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Figura 4: Grupo LLLT. A, Vermelho picrosirius na magnificagdo de 20x. Vermelho
picrosirius na magnificacdio de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na
magnificagdo de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C),

dentina (D), reabsorcao radicular (R) e osso alveolar (O).
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Figura 5: Grupo Probiodtico. A, Vermelho picrosirius na magnificacdo de 20x. Vermelho
picrosirius na magnificagdo de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na
magnificagdo de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C),

dentina (D), reabsorc¢do radicular (R) e osso alveolar (O).

Figura 6: Grupo LLLT+Probiotico. A, Vermelho picrosirius na magnificacio de 20x.
Vermelho picrosirius na magnifica¢do de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E.
na magnificacao de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C),

dentina (D), reabsorc¢do radicular (R) e osso alveolar (O).

Analise estatistica

A tabela 5 apresenta os valores de p obtidos pelo teste estatistico Kruskal-Wallis para
a comparagdo entre os grupos € os grupos que se diferiram estatisticamente. O teste Kruskal-
Wallis demonstrou diferenca estatisticamente significante relacionado as analises do
ligamento periodontal e a reabsor¢ao Ossea, porém essas diferengas perderam a significancia

quando o pos-teste de Dunn foi aplicado.



TABLE 5: Results of Kruskal -Wallis test for comparisons of five groups
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Statistically
Histological event P-value significant Groups with difference after Dunn’s test
difference

0.001 * CONTROL vs PROBIOTICS CONTROL
Epithelial insertion-Area (insertion site) vs MILK
Epithelial insertion-Intensity of inflammatory 0.001 * LLLT vs CONTROL LLLT
infiltrate vs MILK

T . . . 0.013 *

Epithelial insertion-Extent of inflammatory infiltrate LLLT vs CONTROL

0.022 N Statistical test did not permit indication of
Periodontal ligament-Organization ' which groups differed
Periodontal ligament-Intensity of inflammatory 0011 * StaFistical test d'id not permit indication of
infiltrate ) which groups differed
Periodontal ligament-Extent of inflammatory 0016 % StaFistical test d'id not permit indication of
infiltrate : which groups differed

. 0.335

Tooth root-resorption

0.41
Tooth root-repair

0.023 N Statistical test did not permit indication of
Bone tissue-resorption ' which groups differed

0916
Bone tissue-ankylosis

0.18

Area root resorption
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4 DISCUSSAO

Até o conhecimento atual esse € o primeiro trabalho que avaliou o processo de reparo
apos a avulsdo simulada em dentes murinos e tratados com a associagdo do probiodtico e
fotobiomodulacao. Com base nos resultados constatou-se que essa associagdo foi positiva e
possuiu uma performance semelhante ao grupo leite em relagdo aos pardmetros histologicos
de local de inser¢do epitelial, extensdo e intensidade do processo inflamatério, organizagao do
ligamento periodontal, reabsor¢do radicular, 6ssea e anquilose passados 60 dias da cirurgia.
Além disso, na analise histoquimica, a porcentagem de fibras colagenas maduras foi muito
maior que as imaturas em todos os tergos avaliados, sendo semelhante entre todos os grupos.
Dessa forma, pode-se negar a hipdtese testada visto que houve similaridade entre o grupo
testado com o grupo leite, recomendado pela Associagdo Internacional de Traumatismo
Dentario.

Enquanto a organizacdo do ligamento periodontal, o grupo LLLT + Probiotico
apresentou exibiam fibras periodontais inseridas no osso € cemento em todo o comprimento
do ligamento periodontal. Isso ocorreu de forma muito semelhante no grupo LLLT, enquanto
que no grupo leite alguns espécimes ndo tiveram essa inser¢do. Estudos prévios relatam a

. 17,1920
esses resultados do leite.!”!”

Em relacdo a intensidade e extensao da inflamagdo aguda no ligamento periodontal,
todos os grupos tiveram uma grande quantidade de infiltrado inflamatério, no entanto os
grupos LLLT + Probidtico e LLLT houve uma tendéncia de redu¢do na severidade e extensdo
dos mesmos. Os achados descritos anteriormente apontam para a reduc¢do da inflamacdo com
o passar do tempo apds o reimplante, sendo que o reimplante imediato oferece um
prognoéstico mais favoravel devido a manutencao das células do ligamento periodontal que
estdo aderidas ao cemento.'*!

A extensdo e a profundidade da reabsor¢do foram semelhantes entre os grupos, todos
os grupos tiveram predominio de extensas dreas de reabsorcdo e ndo apresentaram, de
maneira geral, areas de reparo. Na literatura estd descrita a capacidade do leite integral
oferecer resultados mais favoraveis quanto a reabsorcao radicular, principalmente no que diz

respeito & reabsorcio inflamatoria.'* >

Por meio da andlise histoquimica, a quantidade de fibras coldgenas maduras foi
expressivamente maior do que as imaturas para todos os grupos; no entanto nao houve
diferenca quando comparados os diferentes grupos. O grupo leite apresentou uma ligeira

tendéncia de apresentar menor quantidade de fibras maduras.
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A avulsdo dentaria ¢ um processo traumatico de deslocamento do dente para fora do
alvedlo, o reimplante dentdrio imediato ¢ o tratamento de escolha e apresenta prognéstico

, . 1423
favoravel de sobrevida do dente.”'*

No entanto, na maioria dos casos isso ndo ¢ possivel e
o reimplante tardio ¢ realizado. Com o intuito de melhorar o prognostico do dente e evitar
reabsorcdes radiculares e anquilose e consequente perda dentéaria , o meio de armazenamento

dental é um fator significante e que pode afetar a longo prazo o resultado do reimplante.”'***

Os meios de conservacao do dente avulsionado, s3o de suma importancia, atualmente
na literatura tem-se preconizado a utilizagdo de leite como meio de estocagem e,
controversamente, o fluoreto vem sendo usado como tratamento de superficie anterior ao
reimplante para manter a vitalidade das células do ligamento periodontal e diminuir a
quantidade de reabsor¢des e anquilose dos dentes reimplantados.'*®® No entanto, esses meios
de conservagdo apresentam vantagens e desvantagens, sendo necessarios mais estudos para
encontrar um meio mais efetivo na preservagao das estruturas dentarias postrauma.i-4,6-8

Tratamentos alternativos vem sendo estudados no intuito de reduzir a ocorréncia de
reabsor¢des e ¢ o caso do tratamento de superficie dentaria com a fotobiomodulagdo.**” A
laserterapia de baixa poténcia (LLLT) tem efeito analgésico, anti-inflamatério e de
bioestimulagio, além de promover a regeneragio de tecidos danificados.”®*' O LLLT acelera
o processo de cicatrizacdo de tecidos duros e moles pela estimulacdo da vasodilatagdo e
aumento do fluxo sanguineo e a quantidade de oxigénio, provocando a migragao de linfocitos,
relaxamento dos musculos lisos do endotélio e sintese de

. 14,32
colageno. ™

Carvalho e colaboradores (2016) realizaram experimentos em dentes avulsionados de
ratos e que posteriormente foram reimplantados. Foram avaliados e comparados os seguintes
tratamentos: dente mantido seco, leite como meio de estocagem, leite como meio de
estocagem seguido de irradiacdo a laser da superficie radicular e entrada do alvéolo e um
grupo, além de manter o dente no leite, irradiar a raiz e o alvéolo antes do reimplante, foi
irradiado laser na mucosa bucal e palatina a cada 48 horas por 15 dias. Os resultados
histoldgicos mostraram a manutengdo em leite e o tratamento com laser prévio ao reimplante
manteve o dente sem inflamacdo e reabsorcdo radicular inflamatoria externa até o 60° dia.
Dessa forma, concluiram que o uso da fototerapia a laser na superficie radicular e na entrada
do alvéolo antes do reimplante teve um efeito biomodulativo positivo no reparo alveolar apds
o reimplante dentario em ratos."

As diferencas da metodologia do presente estudo e do estudo de Carvalho e
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colaboradores (2016) podem contribuir para os diferentes resultados dos grupos que
foram irradiados com laser. Assim, pode-se citar a dessemelhanga em relagao emissao de luz,
que foi de k780nm, totalizando 67,2J/cm2 no de Carvalho e colaboradores e neste estudo foi
de 660nm, com total de 4J de energia.'* Além disso, neste estudo foi realizado apenas uma
aplicacdo pontual de emissdo continua ao longo do eixo da raiz e outra no terco médio da
superficie palatina da ferida alveolar. No de Carvalho et. Al. foi realizado a irradiacao de laser
na superficie mesial e distal em uma distancia de 3,5cm."* Outrossim, neste estudo a avaliagdo
¢ realizada no 60° dia do experimento e no de Carvalho et. Al (2016) ¢ realizado no 15°, 30° e
alguns no 60° dia do procedimento.

De Santana e colaboradores (2017) também avaliaram o efeito de reparagdo do laser
na polpa dentdria de dentes avulsionados e reimplantados de ratos. Nos dentes nao
traumatizados e ndo irradiados no 8° e 30° detectou-se ausencia de inflamagdo, todavia a
polpa dentaria apresentava mal aspecto, sendo muito celular e vascularizada.'® Nos dentes
traumatizados e ndo irradiados no 8° dia observou-se polpa dentdria muito celular e com
varios vasos dilatados e, apos 30 dias, verificou-se que a polpa dentaria apresentava melhor
aspecto, muitas células e vasos sanguineos.'® Em duas amostras constataram a presenca de
degeneragdes na polpa, reducio de celulas e deposicio de matriz."® No 8° e 30° dias dos
dentes ndo traumatizados e tratados com laser, a polpa apresentou-se com grande quantidade
de células e com tecido conjuntivo bastante vascularizado.'® Nos dentes que foram
submetidos a extrusdo e posteriormente irradiados com laser, no 8° e 30° dia a polpa se
mostrava de forma saudavel, muito celular, vascularizada e sem sinais de inﬂamau;a”lo.16

Os resultados de Santana e colaboradores (2017) corroboraram com este estudo,
apesar da metodologia distinta. Segundo eles, a analise histomorfométrica ndo obteve
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos estudados, concluindo que o laser
afeta apenas ligeiramente o reparo da polpa.'® Uma das possibilidades para a diferenca de
resultados entre esse estudo e o de Santana e colaboradores em comparacdo com os demais,
pode ser devido a quantidade de energia entregue ao tecido (4,2J/cm) ser excessiva ou
insuficiente para ter o efeito desejado ou em relagdao a escolha do protocolo de aplicacdo do
laser, uma vez que existe diferentes registros na literatura e que devem ser estudados com
maior aprofundamento.

Os probioticos sdo suplementos alimentares de microorganismos vivos que possuem a
capacidade de colonizar o trato intestinal e produzir substancias antimicrobianas, secretar

imunoglobulina A (IgA) auxiliando na regulacdo da resposta imune do hospedeiro contra
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patdégenos, modulam a expressdo dos genes do hospedeiro, diminuindo a adesdo de
pat()genos.33

Tém sido estudados como meio de estocagem para dentes avulsionados pois o0s
probidticos tem a capacidade de manter a viabilidade das células presentes no ligamento
periodontal, permitindo assim, periodos extra-alveolares maiores do elemento dental antes do
seu reimplante. Como exemplo, tem-se o estudo de Caglar e colaboradores (2010) que
comparou o numero de células do ligamento viaveis de dentes avulsos tratados pelas solugdes
de sal balanceada de Hank (HBSS), soro fisiologico, solucdo probidtica L. reuteri e leite.
Todos os meios de armazenamento analisados apresentaram potencial semelhante na
preservagio da vitalidade do ligamento periodontal.'' A manutengdo destas células,
relacionou-se com a interagdo destas cepas (lactobacilos ou bifidobactérias) com as células do
ligamento periodontal, pois as mesmas podem ocupar o espago em um biofilme que poderia
anteriormente ser colonizado com um patégeno. Outro estudo de Caglar e colaboradores
(2015), foi avaliado o uso do iogurte probiotico (Bifidobacterium animalis DN 173010) como
meio de estocagem de dentes avulsionados, comparando com outros meios apresentou
resultados semelhantes e promissores, podendo ser uma alternativa como meio de
armazenamento temporario para dentes avulsionados, pois manteve um alto niimero de
células viaveis.?

Esses resultados prévios descritos na literatura corroboram com os dados encontrados
em nosso estudo, no qual ndo foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais, porém uma boa performance com o uso do probiodtico. Dessarte, a associagdo
da fotobimodulagdo e probidtico parece ser benéfica e deve ser mais bem estudada para a
indicagdo clinica desses procedimentos. No entanto o presente trabalho apresenta limitagdes.
Estudos futuros podem indicar melhor o processo pelo qual os dentes avulsionados tiveram ao
receberem esses tratamentos por meio de avaliagdo em outros periodos experimentais (7, 15 e
30 dias apds o reimplante), bem como a avaliagdo imuno-histoquimica de proteinas que
apontam para reabsor¢ao e reparo 6sseo € parametros inflamatorios.

Dessa forma, conclui-se que, nos parametros estudados, a associacdo da
fotobiomodulagdo e do probidtico podem ser promissores por apresentaram resultados
semelhante ao grupo Leite. No entanto, mais estudos devem ser realizados para suas

indicagoes clinicas.
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Figures and supporting information should be supplied as separate files.

Abstract

The abstract is limited to 300 words in length and should contain no abbreviations. The
abstract should be included in the manuscript document uploaded for review as well as
inserted separately where specified in the submission process. The abstract should convey a
brief background statement plus the essential purpose and message of the paper in an
abbreviated form. For Original Scientific Articles, the abstract should be structured with the
following headings: Background/Aim, Material and Methods, Results, and Conclusions. For
other article types (e.g. Case Reports, Reviews Papers, Short Communications) headings are
not required and the Abstract should be in the form of a paragraph that briefly summarizes the

paper.

Keywords
Please provide 3-6 keywords. Keywords should be carefully chosen to ensure they reflect the
content of the manuscript.

Main Text of Original Articles

. As papers are double-blind peer reviewed, the main text file should not include any
information that might identify the authors.

. The main text should be divided into the following sections: Introduction, Material
and Methods, Results and Discussion.

o Introduction: This section should be focused, outlining the historical or logical origins
of the study. It should not summarize the results and exhaustive literature reviews are
inappropriate. Give only strict and pertinent references and do not include data or conclusions
from the work being reported. The introduction should close with an explicit, but brief,
statement of the specific aims of the investigation or hypothesis tested. Do not include details
of the methods in the statement of the aims. o Materials and Methods: This section must
contain sufficient detail such that, in combination with the references cited, all clinical trials
and experiments reported can be fully reproduced. As a condition of publication, authors are
required to make materials and methods used freely available to academic researchers for
their own use. Describe your selection of observational or experimental participants clearly.
Identify the method, apparatus and procedures in sufficient detail. Give references to
established methods, including statistical methods, describe new or modified methods.
Identify precisely all drugs used by their generic names and route of administration.

If a method or tool is introduced in the study, including software, questionnaires, and scales,
the author should state the license this is available under and any requirement for permission
for use. If an existing method or tool is used in the research, the authors are responsible for
checking the license and obtaining the permission. If permission was required, a statement
confirming permission should be included in the Methods and Materials section. o Results
should clearly and simply present the observations/results without reference to other literature
and without any interpretation of the data. Present the results in a logical sequence in the text,
tables and illustrations giving the main or most important findings first. Do not duplicate data
in graphs and tables. o Discussion usually starts with a brief summary of the major findings.
Repetition of parts of the Introduction or of the Results sections should be avoided.
Statements and interpretation of the data should be appropriately supported by original
references. A comment on the potential clinical relevance of the findings should be included.
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The Discussion section should end with a brief conclusion, but the conclusion should not be a
repeat of the results and it should not extrapolate beyond the findings of the study. Link the
conclusions to the aim of the study. Do not use sub-headings in the Discussion section, The
Discussion should flow from one paragraph to the next in a cohesive and logical manner.

. Randomised control clinical trials should be reported using the Preferred Reporting
Items for Randomized Trials in Endodontics (PRIRATE) 2020 guidelines. A PRIRATE
checklist and flowchart (as a Figure) should also be completed and included in the submission
material. The PRIRATE 2020 checklist

and  flowchart can be downloaded from:
http://prideendodonticguidelines.org/prirate/

It is recommended that authors consult the following papers, which explains the rationale for
the PRIRATE 2020 guidelines and their importance when writing manuscripts:
o Nagendrababu V, Duncan HF, Bjerndal L, Kvist T, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil
SJ, Pigg M, Rechenberg DK, Vaeth M, Dummer P. PRIRATE 2020 guidelines for reporting
randomized trials in Endodontics: a consensus-based development. Int Endod J. 2020 Mar 20.
doi:
10.1111/iej.13294.
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13294) o Nagendrababu V, Duncan HF,
Bjerndal L, Kvist T, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ, Dummer P. PRIRATE 2020
guidelines for reporting randomized trials in Endodontics: Explanation and elaboration. Int
Endod

J. 2020 April 8. doi:  10.1111/iej.13304
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13304)

Main Text of Review Articles

. As papers are double-blind peer reviewed, the main text file should not include any
information that might identify the authors.
. The main text should comprise an introduction and a running text structured in a

suitable way according to the subject treated. A final section with conclusions may be added.
The main text should be double-spaced.

Main Text of Case Studies
Case reports should be written using the Preferred Reporting Items for Case reports in
Endodontics (PRICE) 2020 guidelines. A PRICE checklist and flowchart (as a Figure) should
also be completed and included in the submission material. The PRICE 2020 checklist and
flowchart can be downloaded from:_http://pride-endodonticguidelines.org/price/.
It is recommended that authors consult the following papers, which explains the rationale for
the PRICE 2020 guidelines and their importance when writing manuscripts:
. Nagendrababu V, Chong BS, McCabe P, Shah PK, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil
SJ, Setzer FC, Sunde PT, Dummer PMH. PRICE 2020 guidelines for reporting case reports in
Endodontics: a consensus-based development. Int Endod

J. 2020 Feb  23.  doi: 10.1111/iej.13285.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32090342)
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. Nagendrababu V, Chong BS, McCabe P, Shah PK, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil
SJ, Dummer PMH. PRICE 2020 guidelines for reporting case reports in Endodontics:
Explanation and elaboration. Int Endod J.
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/ie1.13300)

References

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be as
complete as possible. In text citations should be superscript numbers. Journal titles must be
abbreviated; correct abbreviations may be found in the following: MEDLINE, Index
Medicus, or CalTech Library.

Submissions are not required to reflect the precise reference formatting of the journal (use of
italics, use of capital letters, bold etc.). However it is important that all key elements of each
reference are included. Please see below for examples of reference content requirements.
For more information about this reference style, please see the Vancouver Reference Style
Guide.

Reference examples follow:

Journal Articles
Lam R, Abbott PV, Lloyd C, Lloyd CA, Kruger E, Tennant M. Dental trauma in an
Australian Rural Centre. Dent Traumatol 2008; 24: 663-70.

Text book chapters
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Thesis or Dissertation

Lauridsen, E. Dental trauma — combination injuries. Injury pattern and pulp prognosis for
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Corporate Author
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Available at: URL:
‘http://www.aae.org/uploadedfiles/publications and research/newsletters/endod
ontics_colleagues for excellence newsletter/ecfe summer2014%20final.pdf’. Accessed
September 2015.

Tables

Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the
text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be
concise but comprehensive — the table, legend, and footnotes must be understandable without
reference to the text. All abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: T, i,
§, 9, should be used (in that order) and *, **, *** should be reserved for P-values. Statistical
measures such as SD or SEM should be identified in the headings.
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Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive — the figure and its legend must be
understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used and
define/explain all abbreviations and units of measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review
purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted.

Click here for the basic figure requirements for figures submitted with manuscripts for initial
peer review, as well as the more detailed post-acceptance figure requirements.

Color Figures. Figures submitted in color will be reproduced in colour online. Please note,
however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied in black
and white so that they are legible if printed by a reader in black and white.

Cover Image Submissions

This journal accepts artwork submissions for Cover Images. This is an optional service you
can use to help increase article exposure and showcase your research. For more information,
including artwork guidelines, pricing, and submission details, please visit the Journal Cover

Image page.

Data Citation
Please review Wiley’s data citation policy.

Additional Files

Appendices
The journal does not publish material such as Appendices. They should be submitted as
Figures or Tables.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides greater
depth and background. Supporting information or Appendices may be hosted online and
appear without editing or typesetting. It may include tables, figures, videos, datasets, etc.
Click here for Wiley’s FAQs on supporting information.

Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are
available via a publicly available data repository, authors should include a reference to the
location of the material within their paper.

General Style Points

The following points provide general advice on formatting and style.

. Use double spacing for all text.

. Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Abbreviations should be kept to a
minimum, particularly those that are not standard. Non-standard abbreviations must be used
three or more times — otherwise they should not be used. The full words should be written out
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completely in the text when first used, followed by the abbreviation in parentheses. Consult
the following sources for additional abbreviations: 1) CBE Style Manual Committee.
Scientific style and format: the CBE manual for authors, editors, and publishers. 6th ed.
Cambridge: Cambridge University Press; 1994; and 2) O'Connor M, Woodford FP. Writing
scientific papers in English: an ELSE-Ciba Foundation guide for authors. Amsterdam:
Elsevier-Excerpta Medica; 1975.

. As Dental Traumatology is an international journal with wide readership from all parts
of the world, the FDI Tooth Numbering system MUST be used. This system uses two digits
to identify teeth according to quadrant and tooth type. The first digit refers to the quadrant and
the second digit refers to the tooth type — for example: tooth 11 is the maxillary right central
incisor and tooth 36 is the mandibular left first molar. Alternatively, the tooth can be
described in words. Other tooth numbering systems will not be accepted.

. Numbers: Numbers under 10 are spelt out as words, and not shown as numerals,
except for: measurements with a unit (8§mmol/l); age (6 weeks old), or lists with other
numbers (11 dogs, 9 cats, 4 gerbils).

. When referring to a figure, spell the word out (e.g. Figure 2 shows the patient’s
injuries on initial presentation). When referring to a figure at the end of a sentence, enclose it
in parentheses - e.g. The patient’s maxillary central incisor was repositioned and splinted
(Figure 5).

. Page numbering: During the editorial process, reviewers and editors frequently need
to refer to specific portions of the manuscript, which is difficult unless the pages are
numbered. Hence, authors should number all of the pages consecutively at the bottom of the
page.

. Scientific papers should not be written in the 1st person — that is, avoid using “we”,

13 9% ¢C. 2 <6

our”, etc. As examples, use words such as the ‘current study”, “the results”, “samples were

9% ¢ b1

tested”, instead of “our study”, “our results”, “we tested”, etc.

. Care must be taken with the use of tense (usually the past tense is the most
appropriate).

. Care must be taken with the use of singular and plural words.

. Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name only.

Trade names should not be used. Drugs should be referred to by their generic names. If
proprietary drugs have been used in the study, refer to these by their generic name,
mentioning the proprietary name and the name and location of the manufacturer in
parentheses.

Reproduction of Copyright Material

If excerpts from copyrighted works owned by third parties are included, credit must be shown
in the contribution. It is the author’s responsibility to also obtain written permission for
reproduction from the copyright owners. For more information visit Wiley’s Copyright Terms
& Conditions FAQ
at_http://exchanges.wiley.com/authors/faqs---copyright-terms-conditions 301.html

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing
manuscripts for submission available here. In particular, authors may benefit from referring
to Wiley’s best practice tips on_Writing for Search Engine Optimization.
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Article Preparation Support: Wiley Editing Services offers expert help with English
Language Editing, as well as translation, manuscript formatting, figure illustration, figure
formatting, and graphical abstract design — so you can submit your manuscript with
confidence. Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance
about writing and preparing your manuscript.

Video Abstracts: A video abstract can be a quick way to make the message of your research
accessible to a much larger audience. Wiley and its partner Research Square offer a service of
professionally produced video abstracts, available to authors of articles accepted in this
journal. You can learn more about it by clicking here. If you have any questions, please
direct them to videoabstracts@wiley.com.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its
significance to journal readership. Manuscripts are double-blind peer reviewed, hence, the
names of the reviewers will not be disclosed to the author(s) who have submitted the paper
and the name(s) of the author(s) will not be disclosed to the reviewers.

To allow double blinded review, please submit (upload) your main manuscript and title page
as separate files.

Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief determines that the paper meets the
appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on the confidentiality of the review process is_available here.

Appeal of Decision
The Editor-in-Chief’s decision to accept, reject or require revision of a paper is final and it
cannot be appealed.

Guidelines on Publishing and Research Ethics in Journal Articles
Please review Wiley’s policies surrounding human studies, animal studies, clinical trial
registration, biosecurity, and research reporting guidelines here.

Suppliers of materials
Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county, country)
included.

Sequence Data

Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major
collaborative databases: DDBJ, EMBL, or GenBank. It is only necessary to submit to one
database as data are exchanged between DDBJ, EMBL, and GenBank on a daily basis. The
suggested wording for referring to accessionnumber information is: ‘These sequence data
have been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number
U12345°. Addresses are as follows:

. DNA Data Bank of Japan (DDBJ): www.ddbj.nig.ac.jp
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RESUMO



Influência da ação dos probióticos associados com a 

Fotobiomodulação no processo de reparo após o reimplante dentário 



O objetivo do presente estudo foi avaliar a associação da fotobiomodulação para o tratamento da superfície e uso de probióticos como meio de estocagem no processo de reparo dos tecidos dentais após o reimplante tardio. Cinquenta ratos foram divididos em 5 grupos e tiveram seus incisivos centrais superiores direitos extraídos e tratados, de acordo: Grupo Controle Negativo, dentes imersos em soro fisiológico por 30 min; Grupo Leite, dentes imersos em leite por 30 min; Grupo LLLT, dentes imersos em soro fisiológico por 30 min e, após esse período, os dentes foram fotobiomodulados; Grupo Probiótico, dentes imersos em Bifidumbacterium HN019 por 30 min; Grupo Probiótico + LLLT, dentes imersos em probiótico por 30 min e, após esse período, os dentes foram fotobiomodulados. Após, os dentes foram reimplantados e passados 60 dias os animais foram eutanasiados e parâmetros inflamatórios, reabsortivos e reparatórios foram analisados histologicamente e a quantidade e qualidade de fibras colágenas foram avaliados histoquimicamente. A avaliação histológica mostrou que o grupo Probiótico + LLLT teve um infiltrado inflamatório com intensidade e extensão expressivos e presença de reabsorções radiculares, resultados semelhantes aos dos demais grupos (p>0.05). A quantidade de fibras colágenas maduras foi maior do que as imaturas para todos os grupos (p<0.05) e não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos avaliados (p>0.05).  A associação da fotobiomodulação com o probiótico pode ser um protocolo de tratamento alternativo para reimplante dentário tardio, especialmente por ser semelhante ao grupo Leite, tratamento tradicionalmente recomendado. Dentro das limitações do trabalho e de acordo com os parâmetros estudados, conclui-se que os tratamentos empregados podem ser promissores por apresentaram resultados semelhante ao grupo Leite, podendo ser promissores. No entanto, mais estudos devem ser realizados para suas indicações clínicas. 



Palavras-chave: Reimplante dentário, Probióticos, Terapia com luz de baixa intensidade, Avulsão dentária. 

 

 	 



















ABSTRACT



Influence of the action of probiotics associated with Photobiomodulation in the repair process after dental reimplantation



The aim of the present study was to evaluate the association between photobiomodulation for surface treatment and the use of probiotics as a storage media in the repair process of dental tissues after late reimplantation. Fifty rats were divided into 5 groups and had their upper right central incisors extracted and treated, as follows: Negative Control Group, teeth immersed in saline solution for 30 min; Milk Group, teeth immersed in milk for 30 min; LLLT Group, teeth immersed in saline solution for 30 min and, after, teeth were photobiomodulated; Probiotic Group, teeth immersed in Bifidumbacterium HN019 for 30 min; Probiotic + LLLT Group, teeth immersed in probiotic for 30 min and, after, teeth were photobiomodulated. The teeth were reimplanted and after 60 days the animals were euthanized and inflammatory, reabsorptive and reparative parameters were histologically analyzed. Quantity and quality of collagen fibers were evaluated histochemically. Histological evaluation showed that the Probiotic + LLLT group had an inflammatory infiltrate with expressive intensity and extension and presence of root resorptions, results similar to those of the other groups (p>0.05). The amount of mature collagen fibers was greater than the immature ones for all groups (p<0.05) and there was no statistically significant difference between the evaluated groups (p>0.05). The association of photobiomodulation with probiotics can be an alternative treatment protocol for late tooth replantation, especially because the similar results to Milk group, traditionally recommended treatment. Within the limitations of the work and according to the parameters studied, it is concluded that the treatments used can be promising because they presented results similar to the Milk group. However, further studies should be carried out for its clinical indications. 





Key words: Tooth replantation, Probiotics, Low-level light therapy; tooth avulsion. 
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1 INTRODUÇÃO 	 

Avulsão dentária é um tipo severo e frequente de traumatismo dentário, caracterizada pela completa exarticulação do dente levando à danos à multiplos tecidos.1,2 Como consequências imediatas da avulsão, tem-se a deterioração das células do periodonto e da polpa pela falta de suprimento sanguíneo e contaminação bacteriana.1,2 No alvéolo são observadas a ocorrência de áreas de necrose, exsudato inflamatório e formação de coágulos sanguíneos no espaço do ligamento periodontal. 1,2 

O tratamento de escolha para a avulsão dentária é o reimplante no alvéolo. Quando realizado de maneira imediata, o processo de reparo é mais favorável.1-3 Quanto maior for o tempo em que o dente permanece fora do alvéolo, mais difícil será o reestabelecimento da saúde dos tecidos dentários danificados, portanto o reimplante tardio apresenta taxas de sucesso inferiores e dependente do tempo extra-alveolar, da integridade das células do ligamento periodontal e da polpa e do meio de estocagem do dente avulsionado.3,4 

A principal consequência do reimplante dentário é a ocorrencia da reabsorção radicular, que pode ocorrer através de dois mecanismos: inflamatória e por substituição.14 No primeiro caso, a contaminação bacteriana e a necrose induz o processo inflamatório e a presença de mediadores da atividade osteoclástica local, sendo mais agressivo tanto ao dente quanto ao osso alveolar.5 No outro tipo de reabsorção, o ligamento periodontal necrótico não tem mais função, desaparecem as estruturas essenciais para a proteção da superfície radicular contra a instalação das unidades de remodelação óssea.5 A raiz permanece exposta ao osso circundante e ocorre anquilose dental. Por consequinte, o dente passa a participar do processo de remodelação fisiológica contínua (reabsorção e substituição) do osso alveolar.5 Dessa forma, a raiz é gradualmente substituída por osso.5 

A fim de mimetizar a ocorrência de reabsorções radiculares, diversos meios de estocagem para dentes avulsionados e tratamentos de superície radicular estão sendo estudados, embora ainda não existe uma única solução que preencha requisitos para ser considerado como o meio ideal para armazenamento temporário de dentes avulsionados, e, portanto, pesquisas sobre este campo deve continuar.6,7,8 

Sabe-se da importancia de se manter o dente em meio úmido a despeito de seco para a manutenção da viabilidade celular.1-8 O meio recomendado pela Associação Internacional de Traumatismo Dentário é o uso do leite por um período de até 6 horas, por ter pH compatível, ser de fácil acesso e baixo custo para aquisição, possuir fatores de crescimento.1-8 Ainda assim, reabsorções radiculares são relatadas.  

Os probióticos são suplementos alimentares, de microrganismos vivos que podem melhorar a saúde do indivíduo, evitando a colonização de bactérias patogênicas por manter um equilíbrio na flora intestinal, assim como bucal.9,10 A secreção de compostos antimicrobianos e o combate de diversas doenças gastrointestinais como por exemplo, a intolerância a lactose, podem ser enumeradas como ações dos probióticos.9,10 Avanços em relação aos seus benefícios nos casos de doenças bucais tem sido realizados como na cárie dentária e doença periodontal.9,10 

Além disso, pesquisas atuais avaliaram o efeito do probiótico como meio de estocagem temporária antes do reimplante dentário.11,12 Caglar e colaboradores (2010) compararam o número de células do ligamento periodontal viáveis quando expostas à solução salina balanceada de Hank (HBSS), soro fisiológico, solução probiótica de Lactobacillus reuteri e leite.11 Foi observado que todos meios de estocagem apresentaram potencial semelhante na preservação da vitalidade do ligamento periodontal.11 Continuando a linha de pesquisa, Caglar e colaboradores (2015) avaliaram o iogurte probiótico de Bifidobacterium animalis (DN 173010) e, em semelhança ao estudo anterior, o probiótico foi considerado um meio de estocagem efetivo e promissor.12 No entanto, o método utilizado possui limitações que necessitam ser superados com outros estudos.11,12 

Outro passo a ser considerado no tratamento do dente avulsionado antes do reimplante é o tratamento de superfície.2,13 Algumas substâncias foram estudadas e indicadas para esse fim, especialmente o fluoreto de sódio.13 No entanto a literatura atual é controversa sobre a realização ou não do tratamento de superfície e o guia de 2019 da Associação Internaciona de Traumatologia Dentária aponta para apenas para a remoção de debris e contaminação visível por meio de agitação ativa do dente no meio de estocagem fisiológico ou com uma gaze embebida em soro.2 Não obstante, consequencias danosas são relatadas em decorrência do reimplante e deve-se pensar em formas de superá-las. Dentro desse contexto, recentemente, a fotobiomodulação foi sugerida para esse fim pois as reações bioquímicas alteram o metabolismo celular resultando em estimulação do reparo tecidual com benefícios antiálgico, anti-inflamatório e 

regenerativo.14,15 

Em estudos prévios, a fotobiomodulação apresentou baixas taxas de reabsorção radicular inflamatória externa, anquilose e inflamação demonstrados.14,16 de Carvalho e colaboradores (2016) extraíram dentes de ratos e, antes do reimplante, os irradiaram a laser das superfícies radiculares e entrada do alvéolo (k = 780 nm; P = 70 mW; DE = 21 J / cm2). Foram observados efeitos biomodulativos positivos no reparo alveolar e nenhuma reabsorção inflamatória da raiz após 60 dias.14 Em 2017,  de Santana e colaboradores avaliaram o efeito da fototerapia a laser (λ 780 nm) reparadora na polpa dentária dentes de ratos avulsionados e reimplantados e foi constatado um aumento na espessura da camada de dentina reacional, além de polpa dentária celular e vascularizada, sem sinal de inflamação.16 

Em função das características promissoras desses dois tratamentos (probiótico e fotobiomodulação), a hipótese testada no presente estudo é que a associação deles pode ser benéfica e superior ao leite, a fim de aumentar as taxas de sucesso após o reimplante dentário, e esses dados são inéditos na literatura atual. Dessa forma, o propósito deste estudo foi avaliar a associação da fotobiomodulação para o tratamento da superfície e uso de probióticos como meio de estocagem no processo de reparo dos tecidos dentais após o reimplante tardio.  

 















































2 MATERIAL E MÉTODO



Princípios éticos na pesquisa 

A pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no  Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, sob protocolo de número 5811, respeitandose os princípios éticos da experimentação animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, o guia ARRIVE (Animal Research: Reporting of in vivo Experiments) e a legislação em vigor.  

 

Animais 

Cinquenta ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) com o peso variando entre 250 e 300g foram divididos em 5 grupos com 10 animais por grupo. Os ratos foram adquiridos e mantidos no biotério central da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE, Presidente Prudente, São Paulo, Brasil). 

Antes e após o procedimento cirúrgico os animais receberam ração sólida (Ração Ativada Produtor-Anderson & Clayton S. A.) e água ad libitum. No período de jejum (1 hora) que antecedeu o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos apenas com água. 

 

Exodontia - procedimento cirúrgico simulando a avulsão dentária 

Para o procedimento cirúrgico nos animais, foi administrado por via intramuscular Cloridrato de Xilazina (Coopazine – Coopers Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil) e Cloridrato de Cetamina (Vetaset - Fort Dodge, São Paulo, SP, Brasil) nas dosagens de 0,05mg e 0.075mg para cada 100g de peso corporal, respectivamente, para a obtenção do efeito anestésico. 

Uma vez imobilizado o animal, realizou-se a anti-sepsia da porção anterior da maxila com PVPI (Riodeine – Ind. Farmac Rioquímica Ltda), sindesmotomia, luxação e extração do incisivo superior direito com auxílio de instrumental especialmente adaptado.  

Os dentes foram divididos de forma aleatória em 5 grupos. Grupo Controle, no qual os dentes extraídos permaneceram imersos em soro fisiológico por 30 minutos. Grupo Probiótico no qual os dentes foram extraídos e imersos em Probiótico Bifidumbacterium HN019  por 30 minutos. Grupo LLLT no qual os dentes extraídos e imersos em soro fisiológico por 30 minutos e, após esse período, os dentes foram fotobiomodulados. Grupo Probiótico + LLLT no qual os dentes extraídos e estocados em probiótico  Bifidumbacterium HN019 por 30 minutos e, após esse período, os dentes foram fotobiomodulados. Grupo Leite no qual os dentes extraídos foram imersos em leite por 30 minutos.  

 

Fotobiomodulação 

Para os grupos que foram irradiados com o laser, utilizou-se o seguinte protocolo:14 as superfícies radiculares mesiais e distais com a ponta posicionada a 3,5cm de distância da superfície a ser irradiada foram tratadas com laser de diodo de onda contínua com arseniato de gálio-alumínio (GaAlAr) emitido a 780 nm (luz visível), 70 mW de potência de saída pelo modo de ondas contínuas, com 8,4 j/cm2 de densidade de energia (fluência) por ponto e, portanto, 16,8 j/cm2 de densidade de energia (fluência) por sessão e com um tempo total de irradiação de 320s. As feridas alveolares também foram tratadas com um laser de diodo de onda contínua com arseniato de gálio-alumínio (GaAlAr) emitido a 780 nm (luz visível), 70 mW de potência de saída pelo modo de ondas contínuas, com 4,2 j/cm2 de fluência por ponto/sessão e com um tempo total de irradiação de 60s. A irradiação foi realizada em uma única aplicação pontual no modo de contato no terço médio da superfície palatina da ferida alveolar.  

 

Tratamento endodôntico 

Na sequência realizou-se a remoção da papila dentária com uma lâmina de bisturi #15c (Swann Morton, Sheffield, no Reino Unido) e a limpeza do canal radicular via retrógrada com o auxílio das limas tipo flexofile #15, #20 e #25 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça), a irrigação abundante do canal radicular com solução salina e a colocação da pasta de hidróxido de cálcio manipulada manualmente com propilenoglicol. 

 

Reimplante dentário  

Após o cumprimento desses passos os dentes foram reimplantados em seus respectivos alvéolos e não houve a necessidade de colocação de esplintagem flexível (16). Após o reimplante, todos os animais receberam dose única de 20.000 UI de penicilina G benzatina (Fontoura Weyth) por via intramuscular e 3mg/kg de Cloridrato de Tramadol (Tramal, Laboratórios Pfizer LTDA, Guarulhos, São Paulo, Brasil) por 3 dias. 

 

Eutanásia e preparação das peças para análise 

Sessenta dias após o reimplante, os animais foram submetidos à eutanásia por meio da sobre dose anestésica de Tiopental Sódico (Syntec, USA) na dosagem de 100150mg/Kg para cada animal na cavidade peritoneal. A maxila direita contendo o dente reimplantado foi separada da esquerda na linha mediana usando-se um escalpelo. Um corte na porção distal do 3° molar possibilitou a obtenção do espécime, que foi fixado em solução de formalina neutro a 4% (Merck, São Paulo, Brasil) por sete dias; lavado em água corrente por 24 horas e descalcificado com solução de EDTA à 10% com pH 7,0 (Titriplex III, Merck, São Paulo, Brasil). Após a descalcificação, realizou-se a macroscopia das peças com o objetivo de orientar de forma a obter cortes no sentido longitudinal e as peças foram embebidas em parafina. Três cortes longitudinais semiseriados de 4μm de espessura foram corados com Hematoxilina e Eosina para a análise histomorfológica. Os cortes foram avaliados e o corte que continha toda a extensão radicular e a cavidade pulpar, bem como a coroa foi selecionado para a análise.  

Mais três cortes longitudinais semi-seriados de 4μm de espessura foram corados com coloração de vermelho Picrosirius. Os cortes histológicos após deparafinizadas,  foram hidratadas e imersas em solução de sirius F3BA em ácido pícrico aquoso por 1 hora. As secções coradas foram lavadas em dois banhos de solução de ácido acético a 0,5% por 1 minuto. Após desidratação, as secções protegidas com meio de montagem e lamínula de vidro. 

 

Avaliação histológica 

A análise microscópica foi realizada com o auxílio de microscópio óptico (Olympus CX31- Tokyo-Japan) por um avaliador calibrado. Foram avaliadas as características do ligamento periodontal, o osso alveolar, cemento e dentina do terço médio e apical da região palatina.17 Na região cervical, foram avaliados apenas os eventos histológicos inserção epitelial e intensidade do processo inflamatório, devido ao trauma causado pelo processo de extração dentária.17 As imagens foram digitalizadas e analisadas com o auxílio do programa Leica Las Interactive Measurements (Série Las 13870, Leica Mikrosysteme Vertrieb GMBH – DSA, Alemanha). 

Um escore de 1 a 4 foi atribuído para a inserção epitelial, organização do ligamento periodontal, reabsorção radicular, reparo radicular, reabsorção óssea e anquilose.17 O escore 1 representa o melhor resultado, os escores 2 e 3 ocupam a posição intermediária e o escore 4 representa o pior resultado. A avaliação foi descrita no trabalho de Correa e colaboradores em 2017.17 

Para avaliação da inserção epitelial, os escores foram os seguintes: 1- junção cemento-esmalte; 2- abaixo da junção cemento-esmalte; 3- bem abaixo da junção cemento-esmalte (perto do terço médio da raíz); e 4- ausência de epitélio juncional.  

A intensidade do processo inflamatório foi baseado no critério descrito por 

Wolfson and Seltzer em 1975. 1- ausência ou presença ocasional de células inflamatórias; 2- pequeno número de células inflamatórias (até 10 células por campo com uma amplificação de 400x);  3- número moderado de células inflamatórias (de 11 à 15 células por campo com uma amplificação de 400x); e 4- grande número de células inflamatórias (>50 células por campo com uma amplificação de 400x). 

Os escores para a extensão do processo inflamatório atribuídos da seguinte forma: 1- ausência ou presença ocasional de células inflamatórias; 2- processo inflamatório restrito ao tecido conjuntivo da parte interna do epitélio; 3- processo inflamatório que se estende apicalmente a uma pequena porção do tecido conjuntivo subjacente ao tecido conjuntivo da porção interna do epitélio gengival; e 4- processo inflamatório atingindo a proximidade da crista óssea alveolar. 

Para a organização do ligamento periodontal, os escores foram os seguintes: 1- fibras periodontais inseridas no osso e no cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento; 2- fibras periodontais inseridas no osso e no cemento por 2/3 do comprimento do ligamento; 3- fibras periodontais inseridas no osso e no cemento por 1/3 do comprimento do ligamento; e 4- ausência de fibras do ligamento periodontal inserida no osso e no cemento.  

Os mesmos critérios empregados para a área de inserção epitelial foram utilizados para a intensidade do processo inflamatório do ligamento periodontal. A extensão do processo inflamatório no ligamento periodontal foi atribuída de acordo com os escores: 1- ausência ou presença ocasional de células inflamatórias; 2- processo inflamatório somente na porção apical ou coronária do ligamento periodontal ou pequena área lateral; 3- processo inflamatório que afeta mais de 1/2 do ligamento periodontal lateral da raiz do dente; e 4 - processo inflamatório que afeta todo o ligamento periodontal. 

Os escores atribuídos para reabsorções radiculares ativas ou inativas foram: 1- ausência de reabsorção radicular ou reabsorção reparada; 2- áreas de reabsorção inativa (ausência de células clásticas); 3- pequenas áreas de reabsorção ativa; e 4- áreas extensas de reabsorção ativa. 

Reparo em áreas de reabsorção radicular foi pontuado em escores da seguinte forma: 1- ausência de reabsorção ou deposição de cemento recém formado em todas as áreas de reabsorção; 2- deposição de cemento recém formado em 1/2 ou mais das áreas de reabsorção; 3- deposição de cemento recém formado em menos de 1/2 das áreas de reabsorção; e 4- ausência de deposição de cemento recém formado nas áreas de reabsorção. 

Para áreas de reabsorção óssea ativa e inativa, utilizou-se o seguinte sistema de escores: 1- ausência de área de reabsorção; 2- área de reabsorção inativa (ausência de células clásticas); 3- pequenas áreas de reabsorção ativa; e 4- áreas extensas de reabsorção ativa. 

Os escores atribuídos para o perímetro das áreas anquilosas foram: 1- ausência de anquilose; 2- pequenas áreas de anquilose; 3- 1/3 da raiz anquilosada; e 4- 2/3 da raiz anquilosada. 

As medidas da extensão das áreas de reabsorção radicular realizadas circundandose todas as áreas reabosrvidas presentes na extensão radicular nos cortes histológicos no aumento de 40x e medidas em µ². 

 

Avaliação histoquímica 

As lâminas histológicas foram analisadas sob microscopia de luz polarizada. Para isso, uma imagem da região palatina dos dentes foi capturada por meio de uma câmera digital acoplada ao microscópio (Leica ICC50 HD) na magnificação de 4× e imagens dos terços cervical, médio e apical foram capturadas na magnificação de 40×. O software ImageJ (ImageJ—National Institutes of Health) foi utilizado. Foi realizada a seleção da área de interesse e por meio da função “RGB Measure” conseguiu-se identificar valores para a cor vermelha (R), verde (G), e azul (B). Os valores do verde foram usados para calcular a porcentagem de fibras colágenas maduras e os valores de verde para as imaturas. A avaliação com o vermelho Picrosirius foi descrita no trabalho de Santinoni e colaboradores em 2020.18 

 

Análise estatística 

Os testes de normalidade e homogeneidade das variancias foram verificadas. Para os parâmetros histomorfométricos, as diferenças entre os grupos foi determinado pelo teste Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste Dunn quando o Kruskal-Wallis sugriu uma diferença estatisticamente significante. Para as porcentagens de fibras colágenas maduras e imaturas, as diferenças entre os grupos foi determinada pelo teste ANOVA, seguido do  pós-teste Tukey quando o ANOVA sugeriu uma diferença estatisticamente significante entre os grupos. 









3 RESULTADOS  

Inserção epitelial 

Na tabela 1 estão descritos os escores entre os grupos experimentais para a inserção epitelial e a letra E das figuras 2, 3, 4, 5 e 6 são representativas de cada grupo experimental.  

No Grupo Controle, a maioria dos espécimes apresentou área de inserção epitelial bem abaixo da junção cemento-esmalte (perto do terço médio da raíz). A maioria dos espécimes apresentou em seu tecido conjuntivo subjacente um intenso infiltrado inflamatório com presença de grande número de células inflamatórias e grande extensão do processo inflamatório atingindo a proximidade da crista óssea alveolar.  

Por sua vez, o Grupo Leite teve a maioria das amostras com inserção epitelial na junção cemento-esmalte ou logo abaixo da junção cemento-esmalte. No critério intensidade do infiltrado inflamatório, apresentou um grande infiltrado inflamatório. No entanto, a extensão do infiltrado inflamatório permeou entre estar restrito ao tecido conjuntivo da parte interna do epitélio (4/10), estender-se apicalmente a uma pequena porção do tecido conjuntivo subjacente ao tecido conjuntivo da porção interna do epitélio gengival (3/10) e atingir a proximidade da crista óssea alveolar (3/10).  

No Grupo LLTT, houve predomínio da área de inserção bem abaixo da junção cemento-esmalte. A intensidade do processo inflamatório foi representada por um pequeno número de células inflamatórias, sendo restrito ao tecido conjuntivo da parte interna do epitélio. 

O Grupo Probiótico apresentou os espécimes com melhor score de todos os grupos em relação a area de inserção epitelial, sendo na junção cement-esmalte. Em relação a intensidade e extensão do processo inflamatório ambos apresentaram scores altos, que representam intenso número de células infiltratadas estendendo-se até a crista óssea.  

Por fim o grupo em que houve a associação entre LLLT  e Probiótico observouse uma heterogeineidade entre as amostras para o mesmo parâmetro. Em relação a área de inserção, as amostras tiveram scores distribuídos em  inserção na junção cementoesmalte (3/8), logo abaixo da junção (2/8) e bem abaixo da junção (3/8). Intensidade inflamatória em (3/8) pequeno número de células inflamatórias (até 10 células por campo com uma amplificação de 400x);  (2/8) número moderado de células inflamatórias (de 11 à 15 células por campo com uma amplificação de 400x); e (3/8) grande número de células inflamatórias (>50 células por campo com uma amplificação de 400x).  A extensão do processo inflamatório restrito ao tecido conjuntivo da parte interna do epitélio (5/8), e processo inflamatório atingindo a proximidade da crista óssea alveolar (3/8) obtendo o perfil mais equilibrado de todos os grupos em relação a inserção epitelial. 

 

Ligamento periodontal 

Na tabela 2 estão descritos os scores entre os grupos experimentais para o ligamento periodontal e a letra E das figuras 2, 3, 4, 5 e 6 são representativas de cada grupo experimental. 

Quando avaliada a organização do ligamento periodontal no Grupo Controle, a maioria dos espécimes apresentou inserção das fibras no osso e cemento ao longo de todo o comprimento do dente. Observou-se um intenso infiltrado inflamatório de células em toda a extensão do ligamento periodontal.  

No Grupo Leite, houve uma distribuição maior dos espécimes entre os scores, fibras periodontais inseridas no osso e no cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento (4/10); fibras periodontais inseridas no osso e no cemento por 2/3 do comprimento do ligamento (1/10); fibras periodontais inseridas no osso e no cemento por 1/3 do comprimento do ligamento (4/10); e ausência de fibras do ligamento periodontal inserida no osso e no cemento (1/10). Houve um intenso infiltrado inflamatório de células em toda a extensão do ligamento periodontal. 

Os espécimes do Grupo LLTT apresentaram fibras periodontais inseridas no osso e no cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento, intenso infiltrado de células inflamatórias em toda a extensão do ligamento periodontal.  

No Grupo Probiótico, as amostras tiveram scores mais distribuídos, fibras periodontais inseridas no osso e no cemento ao longo de todo o comprimento do ligamento (4/10); fibras periodontais inseridas no osso e no cemento por 2/3 do comprimento do ligamento (2/10); fibras periodontais inseridas no osso e no cemento por 1/3 do comprimento do ligamento (1/10). Quanto ao critério infiltrado inflamatório, pequeno número de células inflamatórias (1/10); número moderado de células inflamatórias (5/10); e grande número de células inflamatórias (4/10). Quanto a extensão, ausência ou presença ocasional de células inflamatórias (1/10); processo inflamatório somente na porção apical ou coronária do ligamento periodontal ou pequena área lateral (4/10); processo inflamatório que afeta mais de 1/2 do ligamento periodontal lateral da raiz do dente (2/10); e processo inflamatório que afeta todo o ligamento periodontal (3/10). 

No grupo Probiótico + LLLT houve uma concentração de amostras com ligamento em toda extensão do osso e cemento. O infiltrado inflamatório foi moderado e intenso. A extensão do processo inflamatório afetou mais de 1/2 do ligamento periodontal lateral da raiz do dente ou todo o ligamento periodontal.  

 

Reabsorção radicular, reparo, reabsorção óssea e anquilose 

Na tabela 3 estão descritos os scores entre os grupos experimentais com relação à reabsorção radicular, ao reparo, reabsorção óssea e anquilose e a letra E das figuras 2, 3, 4, 5 e 6 são representativas de cada grupo experimental.  

No grupo Controle os espécimes apresentaram os scores distribuídos em pequenas áreas de reabsorção ativa e áreas extensas de reabsorção ativa (4/8). Em relação ao quesito reparo das áreas com reabsorção radicular, os especímes em sua maioria apresentaram ausência de deposição de cemento recém formado nas áreas de reabsorção (6/8). Quanto a reabsorção óssea, observou-se, na sua maioria, ausência de área de reabsorção (6/8), com apenas 2 amostras apresentando pequenas áreas de reabsorção óssea ativa. Houve ausência de anquilose (5/8) na maioria dos espécimes (5/8). Uma amostra apresentou pequenas áreas de anquilose; outra apresentou 1/3 da raiz anquilosada; e, da mesma forma, uma amostra com 2/3 da raiz anquilosada. 

O grupo Leite em relação as reabsorções radiculares, assim como o grupo controle houve distribuição das amostras em pequenas áreas de reabsorção ativa (4/10) e áreas extensas de reabsorção ativa (5/10). Apenas uma amostra não apresentou reabsorção radicular. Em relação ao quesito reparo das áreas com reabsorção radicular, os especímes em sua maioria apresentaram ausência de deposição de cemento recém formado nas áreas de reabsorção (6/10); 2 amostras apresentaram deposição de cemento recém formado em menos de 1/2 das áreas de reabsorção; uma amostra com deposição de cemento recém formado em 1/2 ou mais das áreas de reabsorção e uma amostra com ausência de reabsorção ou deposição de cemento recém formado em todas as áreas de reabsorção. Quanto a reabsorção óssea observou-se ausência de área de reabsorção (4/10), áreas extensas de reabsorção óssea ativa (4/10) e duas amostras com pequenas áreas de reabsorção óssea ativa. Quando analisado o critério anquilose, observou-se ausência de anquilose na maioria das amostras (5/10); duas com 1/3 da raiz anquilosada e quatro com 2/3 da raiz anquilosada. 

Espécimes do grupo LLLT, em relação ao quesito reabsorção radicular observouse predomínio de áreas extensas de reabsorção radicular ativa (5/9), no entanto, 2 amostras com pequenas áreas de reabsorção radicular ativa e 2 amostras apresentaram ausência de reabsorção radicular ou reabsorção reparada. Quanto ao reparo em áreas de reabsorção radicular, foram observados escores da seguinte forma nas amostras: predomínio de ausência de deposição de cemento recém-formado nas áreas de reabsorção (4/9); presença de deposição de cemento recém-formado em menos de 1/2 das áreas de reabsorção (3/9); e ausência de reabsorção ou deposição de cemento recém-formado em todas as áreas de reabsorção. Houve ausência de áreas de reabsorção óssea em todas amostras, exceto uma que apresentou pequenas áreas de reabsorção ativa. Ausência de anquilose na maioria das amostras (6/9); duas com pequenas áreas de anquilose; e apenas uma amostra com 2/3 da raiz anquilosada. 

No grupo probiótico, os espécimes apresentaram maior concentração de pequenas áreas de reabsorção ativa (4/10); e áreas extensas de reabsorção ativa (4/10). Apenas uma amostra teve ausência de reabsorção radicular e outra com áreas de reabsorção inativa (ausência de células clásticas). Quanto ao reparo, houve predomínio do score 4  (6/10) e score 3 (3/10); apenas uma amostra com score 2.  Apresentaram ausência de área de reabsorção óssea (8/10) na maioria das amostras; pequenas áreas de reabsorção ativa em uma amostra e áreas extensas de reabsorção ativa em outra. Os espécimes apresentaram ausência de anquilose (6/10); pequenas áreas de anquilose (3/10); 1/3 da raiz anquilosada (1/10).  

O grupo LLLT + Probiótico apresentou as amostras com áreas extensas de reabsorção radicular ativa (7/8) e uma amostra com pequena área com reabsorção ativa, além de ausência de deposição de cemento recém-formado nas áreas de reabsorção (7/8) e apenas um espécime com deposição de cemento recém-formado em menos de 1/2 das áreas de reabsorção. Houve ausência  de área de reabsorção óssea em suas amostras. Em relação a anquilose das raízes houve ausência de anquilose (4/8); pequenas áreas de anquilose (1/8); 1/3 da raiz anquilosada (3/8). 
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 	TABLE 1: Numeric values of epithelial insertion and scores in five experimental groups 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

		Groups  

		

		Control 

		

		

		Milk 

		

		

		LLLT 

		

		

		Probiotics 

		

		LLLT+Probiotics 



		Scores  

Histomorphological events 

Epithelial insertion 

		1 

 

  

		2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

		1 

 

  

		2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

		1 

 

  

		2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

		1 

 

  

		2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

			1 	2 	3 	4 

 	 	 	 

  	  	  	  



		Area (insertion site) 

		 

0/8 

		 	 

2/8 	6/8 

		 

0/8 

		 

6/10 

		 	 

4/10 	0/10 

		 

0/10 

		 

2/9 

		 	 

1/9 	6/9 

		 

0/9 

		 8/10 

		 	 

1/10 	1/10 

		 

0/10 

		 	 	 	 

3/8 	2/8 	3/8 	0/8 



		Intensity of inflammatory infiltrate 

		 

0/8 

		 	 

0/8 	1/8 

		 

7/8 

		 

0/10 

		 	 

0/10 	2/10 

		 

8/10 

		 

0/9 

		 	 

7/9 	2/9 

		 

0/9 

		 

2//10 

		 	 

0/10 	1/10 

		 

7/10 

		 	 	 	 

0/8 	3/8 	2/8 	3/8 



		Extent of inflammatory infiltrate 

		 

0/8 

		 	 

0/8 	2/8 

		 

6/8 

		 

0/10 

		 	 

4/10 	3/10 

		 

3/10 

		 

0/9 

		 	 

7/9 	2/9 

		 

0/9 

		 1/10 

		 	 

2/10 	0/10 

		 

7/10 

		 	 	 	 

0/8 	5/8 	0/8 	3/8 





 

 











	TABLE 2: Numeric values of periodontal ligament and scores in five experimental groups 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 



		Groups  

		

		Control 

		

		

		Milk 

		

		

		LLLT 

		

		

		Probiotics 

		

		LLLT+Probiotics 



		Scores  

Histomorphological events 

Periodontal ligament 

		1 

  

  

		2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

		1 

 

  

		2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

		1 

 

  

			2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

		1 

 

  

			2 	3 

 	 

  	  

		4 

  

  

			1 	2 	3 	4 

 	 	 	 

  	  	  	  



		Organization 

		 

7/8 

		 	 

0/8 	1/8 

		 

0/8 

		 

4/10 

		 	 

1/10 	4/10 

		 1/10 

		 

8/9 

		 	 

0/9 	1/9 

		 

0/9 

		 

4/10 

		 	 

2/10 	3/10 

		 

1/10 

		 	 	 	 

7/8 	1/8 	0/8 	0/8 



		Intensity of inflammatory infiltrate 

		 

0/8 

		 	 

0/8 	0/8 

		 

8/8 

		 

0/10 

		 	 

0/10 	0/10 

		 

10/10 

		 

0/9 

		 	 

1/9 	2/9 

		 

6/9 

		 

0/10 

		 	 

1/10 	5/10 

		 

4/10 

		 	 	 	 

0/8 	0/8 	4/8 	4/8 



		Extent of inflammatory infiltrate  

		 

0/8 

		 	 

0/8 	0/8 

		 

8/8 

		 

0/10 

		 	 

1/10 	2/10 

		 7/10 

		 

0/9 

		 	 

1/9 	1/9 

		 

7/9 

		 

1/10 

		 	 

4/10 	2/10 

		 

3/10 

		 	 	 	 

0/8 	0/8 	4/8 	4/8 





 

 	 



 

 











	TABLE 3: Numeric values of root resorption, bone resorption, and ankylosis in five experimental groups 	 	 	 	 	 	 	 	

 

		Groups  

		

		Control 

		

		

		Milk 

		

		

		LLLT 

		

		

		Probiotics 

		

		LLLT+Probiotics 



		Scores  

Histomorphological events 

		1 

  

		2 	3 

  	  

		4 

  

		1 

  

		2 	3 

  	  

		4 

  

		1 

  

		2 	3 

  	  

		4 

  

		1 

  

		2 	3 

  	  

		4 

  

			1 	2 	3 	4 

  	  	  	  



		Active and inactive root resorption 

		 

0/8 

		 	 

0/8 	4/8 

		 

4/8 

		 

1/10 

		 	 

0/10 	4/10 

		 

5/10 

		 

2/9 

		 	 

0/9 	2/9 

		 

5/9 

		 

1/10 

		 	 

1/10 	4/10 

		 

4/10 

		 	 	 	 

0/8 	0/8 	1/8 	7/8 



		Repair of root resorption 

		 

0/8 

		 	 

2/8 	0/8 

		 

6/8 

		 

1/10 

		 	 

1/10 	2/10 

		 

6/10 

		 

2/9 

		 	 

0/9 	3/9 

		 

4/9 

		 

0/10 

		 	 

1/10 	3/10 

		 

6/10 

		 	 	 	 

0/8 	0/8 	1/8 	7/8 



		Bone tissue resorption 

		 

6/8 

		 	 

0/8 	2/8 

		 

0/8 

		 

4/10 

		 	 

0/10 	2/10 

		 

4/10 

		 

8/9 

		 	 

0/9 	1/9 

		 

0/9 

		 

8/10 

		 	 

0/10 	1/10 

		 

1/10 

		 	 	 	 

8/8 	0/8 	0/8 	0/8 



		Bone tissue ankylosis 

		 

5/8 

		 	 

1/8 	1/8 

		 

1/8 

		 

5/10 

		 	 

3/10 	2/10 

		 

0/10 

		 

6/9 

		 	 

2/9 	0/9 

		 

1/9 

		 

6/10 

		 	 

3/10 	1/10 

		 

0/10 

		 	 	 	 

4/8 	1/8 	3/8 	0/8 
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 Área de reabsorção radicular 

Na figura 1 está representada a área de reabosrção radicular em µ². Foram somadas todas as áreas de reabsorção no mesmo dente avaliado e foi feita uma média por grupo. Após análise estatística, não foram observadas diferenças significantes entre os grupos avaliados. 
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Figura 1. Média e desvio padrão da área de reabsorção radicular por grupo avaliado. 

 

Fibras colágenas maduras e imaturas 

Na tabela 4, estão descritos os resultados das porcentagens de fibras colágenas maduras e imaturas e as figuras 2, 3, 4, 5 e 6 são representativas de cada grupo experimental de forma geral (A) e para os terços cervical (B), médio (C) e apical (D). Ao avaliar a porção palatina em menor aumento, não houve diferenças estatisticamente significativas entre todos os grupos, apesar de haver uma tendência do grupo leite dispor de menor quantidade de fibras colágenas maduras do que os demais grupos. Esse resultado corrobora quando analisados os terços cervical, médio e apical. 

Quando comparadas as quantidades de fibras colágenas maduras e imaturas, gouve diferença estatisticamente significante independente do terço radicular avaliado, sendo que há uma quantidade maior de fibras colágenas maduras quando comparado com as imaturas (p<0.05). 

 

	TABLE 4: Percentage of mature and immature collagen fibers from each group in general and in cervical, middle and apical thirds. 	 

		Groups  

General 

		Negative Control 

 

		Milk 

 

		LLLT 

 	 

		Probiotics  	 

		LLLT+Probiotics 

 	 



		Mature 

		83.84 

		(±6.05) 

		78.96 

		(±4.59) 

		82.06 

		(±3.55) 

		80.67 

		(±4.65) 

		86.11 

		(±3.31) 



		Immature * 

		16.16 

		(±6.05) 

		21.04 

		(±4.59) 

		17.94 

		(±3.55) 

		19.33 

		(±4.65) 

		13.89 

		(±3.31) 



		Area 

Cervical Third 

		476.56 

 

		(±528.81) 

 

		357.41 

 

		(±93.54) 

 

		550.66 

 

		(±217.87) 

 

		694.98 

 

		(±467.41) 

 

		386.63 

 

		(±115.41) 

 



		Mature 

		87.94 

		(±5.25) 

		79.75 

		(±7.79) 

		84.88 

		(±7.00) 

		87.08 

		(±3.15) 

		89.58 

		(±3.43) 



		Immature * 

		12.06 

		(±5.25) 

		20.25 

		(±7.79) 

		15.12 

		(±7.00) 

		12.92 

		(±3.15) 

		10.42 

		(±3.43) 



		Area 

Middle Third 

		1138.63 

 

		(±232.67) 

 

		1475.03 

 

		(±392.36) 

 

		2156.97 

 

		(±598.98) 

 

		2147.40 

 

		(±489.01) 

 

		1842.68 

 

		(±561.79) 

 



		Mature 

		89.08 

		(±8.42) 

		83.93 

		(±5.72) 

		87.86 

		(±3.28) 

		84.29 

		(±6.04) 

		91.33 

		(±5.12) 



		Immature * 

		10.92 

		(±8.42) 

		16.07 

		(±5.72) 

		12.14 

		(±3.28) 

		15.71 

		(±6.04) 

		8.67 

		(±5.12) 



		Area 

Apical Third 

		1146.05 

 

		(±335.04) 

 

		1211.63 

 

		(±198.25) 

 

		1604.57 

 

		(±435.61) 

 

		1773.91 

 

		(±511.07) 

 

		1487.59 

 

		(±573.58) 

 



		Mature 

		87.73 

		(±3.07) 

		85.96 

		(±4.72) 

		85.23 

		(±2.29) 

		84.04 

		(±6.75) 

		88.92 

		(±4.36) 



		Immature * 

		12.27 

		(±3.07) 

		14.04 

		(±4.72) 

		14.77 

		(±2.29) 

		15.96 

		(±6.75) 

		11.08 

		(±4.36) 



		Area 

		1032.74 	(±425.11) 

		198.26        (±355.83) 

		1660.62 	(±408.14) 

		1877.86   (±621.05) 

		1175.04      (±248.81) 





 

[image: ] 

Figura 2: Grupo Controle. A, Vermelho picrosirius na magnificação de 20x. Vermelho picrosirius na magnificação de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na magnificação de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C), dentina (D), reabsorção radicular (R) e osso alveolar (O).  





[image: ]



Figura 3: Grupo Leite. A, Vermelho picrosirius na magnificação de 20x. Vermelho picrosirius na magnificação de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na magnificação de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C), dentina (D), reabsorção radicular (R) e osso alveolar (O).  

 



[image: ]



Figura 4: Grupo LLLT. A, Vermelho picrosirius na magnificação de 20x. Vermelho picrosirius na magnificação de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na magnificação de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C), dentina (D), reabsorção radicular (R) e osso alveolar (O).  



[image: ]



Figura 5: Grupo Probiótico. A, Vermelho picrosirius na magnificação de 20x. Vermelho picrosirius na magnificação de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na magnificação de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C), dentina (D), reabsorção radicular (R) e osso alveolar (O).

 

[image: ]



Figura 6: Grupo LLLT+Probiótico. A, Vermelho picrosirius na magnificação de 20x. Vermelho picrosirius na magnificação de 40x na cervical (B), médio (C) e apical (D). E, H.E. na magnificação de 20x, ligamento periodontal (LP), integridade da camada de cemento (C), dentina (D), reabsorção radicular (R) e osso alveolar (O).  

 

Análise estatística 

A tabela 5 apresenta os valores de p obtidos pelo teste estatístico Kruskal-Wallis para a comparação entre os grupos e os grupos que se diferiram estatisticamente. O teste Kruskal-Wallis demonstrou diferença estatisticamente significante relacionado às análises do ligamento periodontal e a reabsorção óssea, porém essas diferenças perderam a significância quando o pós-teste de Dunn foi aplicado. 

 TABLE 5: Results of Kruskal 	-Wallis test for comparisons of five groups 

		Histological event 

		P-value 

		Statistically significant difference 

		Groups with difference after Dunn’s test 



		Epithelial insertion-Area (insertion site) 

		0.001 

		* 

		CONTROL vs PROBIOTICS CONTROL vs MILK 



		Epithelial insertion-Intensity of inflammatory infiltrate 

		0.001 

		* 

		LLLT vs CONTROL  LLLT vs MILK 



		Epithelial insertion-Extent of inflammatory infiltrate 

		0.013 

		* 

		LLLT vs CONTROL  



		Periodontal ligament-Organization 

		0.022 

		* 

		Statistical test did not permit indication of which groups differed 



		Periodontal ligament-Intensity of inflammatory infiltrate 

		0.011 

		* 

		Statistical test did not permit indication of which groups differed 



		Periodontal ligament-Extent of inflammatory infiltrate 

		0.016 

		* 

		Statistical test did not permit indication of which groups differed 



		Tooth root-resorption 

		0.335 

		  

		  



		Tooth root-repair 

		0.41 

		  

		  



		Bone tissue-resorption 

		0.023 

		* 

		Statistical test did not permit indication of which groups differed 



		Bone tissue-ankylosis 

		0.916 

		  

		  



		Area root resorption 

		0.18 

		  

		  





 







































4 DISCUSSÃO 

Até o conhecimento atual esse é o primeiro trabalho que avaliou o processo de reparo após a avulsão simulada em dentes murinos e tratados com a associação do probiótico e fotobiomodulação. Com base nos resultados constatou-se que essa associação foi positiva e possuiu uma performance semelhante ao grupo leite em relação aos parâmetros histológicos de local de inserção epitelial, extensão e intensidade do processo inflamatório, organização do ligamento periodontal, reabsorção radicular, óssea e anquilose passados 60 dias da cirurgia. Além disso, na análise histoquímica, a porcentagem de fibras colágenas maduras foi muito maior que as imaturas em todos os terços avaliados, sendo semelhante entre todos os grupos. Dessa forma, pode-se negar a hipótese testada visto que houve similaridade entre o grupo testado com o grupo leite, recomendado pela Associação Internacional de Traumatismo Dentário. 

Enquanto a organização do ligamento periodontal, o grupo LLLT + Probiótico apresentou exibiam fibras periodontais inseridas no osso e cemento em todo o comprimento do ligamento periodontal. Isso ocorreu de forma muito semelhante no grupo LLLT, enquanto que no grupo leite alguns espécimes não tiveram essa inserção. Estudos prévios relatam a esses resultados do leite.17,19,20  

Em relação à intensidade e extensão da inflamação aguda no ligamento periodontal, todos os grupos tiveram uma grande quantidade de infiltrado inflamatório, no entanto os grupos LLLT + Probiótico e LLLT houve uma tendência de redução na severidade e extensão dos mesmos. Os achados descritos anteriormente apontam para a redução da inflamação com o passar do tempo após o reimplante, sendo que o reimplante imediato oferece um prognóstico mais favorável devido à manutenção das células do ligamento periodontal que estão aderidas ao cemento.19-21  

A extensão e a profundidade da reabsorção foram semelhantes entre os grupos,  todos os grupos tiveram predomínio de extensas áreas de reabsorção e não apresentaram, de maneira geral, áreas de reparo. Na literatura está descrita a capacidade do leite integral oferecer resultados mais favoráveis quanto à reabsorção radicular, principalmente no que diz respeito à reabsorção inflamatória.19-22  

Por meio da análise histoquímica, a quantidade de fibras colágenas maduras foi expressivamente maior do que as imaturas para todos os grupos; no entanto não houve diferença quando comparados os diferentes grupos. O grupo leite apresentou uma ligeira tendência de apresentar menor quantidade de fibras maduras. 

A avulsão dentária é um processo traumático de deslocamento do dente para fora do alveólo, o reimplante dentário imediato é o tratamento de escolha e apresenta prognóstico favorável de sobrevida do dente.7,14,23  No entanto, na  maioria dos casos  isso não é possível e o reimplante tardio é realizado. Com o intuito de melhorar o prognóstico do dente e evitar reabsorções radiculares e anquilose e consequente perda dentária , o meio de armazenamento dental é um fator significante e que pode afetar a longo prazo o resultado do reimplante.7,14,23 

Os meios de conservação do dente avulsionado, são de suma importância, atualmente na literatura tem-se preconizado a utilização de leite como meio de estocagem e, controversamente, o fluoreto vem sendo usado como tratamento de superfície anterior ao reimplante para manter a vitalidade das células do ligamento periodontal e diminuir a quantidade de reabsorções e anquilose dos dentes reimplantados.1-4,6-8 No entanto, esses meios de conservação apresentam vantagens e desvantagens, sendo necessários mais estudos para encontrar um meio mais efetivo na preservação das estruturas dentárias póstrauma.1-4,6-8  

Tratamentos alternativos vem sendo estudados no intuito de reduzir a ocorrência de reabsorções e é o caso do tratamento de superfície dentária com a fotobiomodulação.2427 A laserterapia de baixa potência (LLLT) tem efeito analgésico, anti-inflamatório e de bioestimulação, além de promover a regeneração de tecidos danificados.28-31 O LLLT  acelera o processo de cicatrização de tecidos duros e moles pela estimulação da vasodilatação e aumento do fluxo sanguíneo e a quantidade de oxigênio, provocando a migração de linfócitos, relaxamento dos músculos lisos do endotélio e sintese de 

colágeno.14,32  

Carvalho e colaboradores (2016) realizaram experimentos em dentes avulsionados de ratos  e que posteriormente foram reimplantados. Foram avaliados e comparados os seguintes tratamentos: dente mantido seco, leite como meio de estocagem, leite como meio de estocagem seguido de irradiação a laser da superfície radicular e entrada do alvéolo e um grupo, além de manter o  dente no leite, irradiar a raíz e o alvéolo antes do reimplante, foi irradiado laser na mucosa bucal e palatina a cada 48 horas por 15 dias. Os resultados histológicos mostraram a manutenção em leite e o tratamento com laser prévio ao reimplante manteve o dente sem inflamação e reabsorção radicular inflamatória externa até o 60º dia. Dessa forma, concluíram que o uso da fototerapia a laser na superfície radicular e na entrada do alvéolo antes do reimplante teve um efeito biomodulativo positivo no reparo alveolar após o reimplante dentário em ratos.14  

As diferenças da metodologia do presente estudo e do estudo de Carvalho e 

colaboradores (2016) podem contribuir para os diferentes resultados dos grupos que foram irradiados com laser. Assim, pode-se citar a dessemelhança em relação emissão de luz, que foi de k780nm, totalizando 67,2J/cm2 no de Carvalho e colaboradores e neste estudo foi de 660nm, com total de 4J de energia.14 Além disso, neste estudo foi realizado apenas uma aplicação pontual de emissão continua ao longo do eixo da raiz e outra no terço médio da superficie palatina da ferida alveolar. No de Carvalho et. Al. foi realizado a irradiação de laser na superficie mesial e distal em uma distancia de 3,5cm.14 Outrossim, neste estudo a avaliação é realizada no 60º dia do experimento e no de Carvalho et. Al (2016) é realizado no 15º, 30º e alguns no 60º dia do procedimento.  

De Santana e colaboradores (2017) também avaliaram o efeito de reparação do laser na polpa dentária de dentes avulsionados e reimplantados de ratos. Nos dentes não traumatizados e não irradiados no 8º e 30º detectou-se ausencia de inflamação, todavia a polpa dentária apresentava mal aspecto, sendo muito celular e vascularizada.16 Nos dentes traumatizados e não irradiados no 8º dia observou-se polpa dentária muito celular e com vários vasos dilatados e, após 30 dias, verificou-se que a polpa dentária apresentava melhor aspecto, muitas células e vasos sanguineos.16 Em duas amostras constataram a presença de degenerações na polpa, redução de celulas e deposição de matriz.16 No 8º e 30º dias dos dentes não traumatizados e tratados com laser, a polpa apresentou-se com grande quantidade de células e com tecido conjuntivo bastante vascularizado.16 Nos dentes que foram submetidos a extrusão e posteriormente irradiados com laser, no 8º e 30º dia a polpa se mostrava de forma saudável, muito celular, vascularizada e sem sinais de inflamação.16 

Os resultados de Santana e colaboradores (2017) corroboraram com este estudo, apesar da metodologia distinta. Segundo eles, a análise histomorfométrica não obteve diferenças estatisticamente significantes entre os grupos estudados, concluindo que o laser afeta apenas ligeiramente o reparo da polpa.16 Uma das possibilidades para a diferença de resultados entre esse estudo e o de Santana e colaboradores em comparação com os demais, pode ser devido a quantidade de energia entregue ao tecido (4,2J/cm) ser excessiva ou insuficiente para ter o efeito desejado ou em relação a escolha do protocolo de aplicação do laser, uma vez que existe diferentes registros na literatura e que devem ser estudados com maior aprofundamento. 

Os probióticos são suplementos alimentares de microorganismos vivos que possuem a capacidade de colonizar o trato intestinal e produzir substâncias antimicrobianas, secretar imunoglobulina A (IgA) auxiliando na regulação da resposta imune do hospedeiro contra patógenos, modulam a expressão dos genes do hospedeiro, diminuindo a adesão de patógenos.33  

Têm sido estudados como meio de estocagem para dentes avulsionados pois os probióticos tem a capacidade de manter a viabilidade das células presentes no ligamento periodontal, permitindo assim, períodos extra-alveolares maiores do elemento dental antes do seu reimplante. Como exemplo, tem-se o estudo de Caglar e colaboradores (2010) que comparou o número de células do ligamento viáveis de dentes avulsos tratados pelas soluções de sal balanceada de Hank (HBSS), soro fisiológico, solução probiótica L. reuteri e leite. Todos os meios de armazenamento analisados apresentaram potencial semelhante na preservação da vitalidade do ligamento periodontal.11 A manutenção destas células, relacionou-se com a interação destas cepas (lactobacilos ou bifidobactérias) com as células do ligamento periodontal, pois as mesmas podem ocupar o espaço em um biofilme que poderia anteriormente ser colonizado com um patógeno. Outro estudo de Caglar e colaboradores (2015), foi avaliado o uso do iogurte probiótico (Bifidobacterium animalis DN 173010) como meio de estocagem de dentes avulsionados, comparando com outros meios apresentou resultados semelhantes e promissores, podendo ser uma alternativa como meio de armazenamento temporário para dentes avulsionados, pois manteve um alto número de células viáveis.12  

Esses resultados prévios descritos na literatura corroboram com os dados encontrados em nosso estudo, no qual não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos experimentais, porém uma boa performance com o uso do probiótico. Dessarte, a associação da fotobimodulação e probiótico parece ser benéfica e deve ser mais bem estudada para a indicação clínica desses procedimentos. No entanto o presente trabalho apresenta limitações. Estudos futuros podem indicar melhor o processo pelo qual os dentes avulsionados tiveram ao receberem esses tratamentos por meio de avaliação em outros períodos experimentais (7, 15 e 30 dias após o reimplante), bem como a avaliação imuno-histoquímica de proteínas que apontam para reabsorção e reparo ósseo e parâmetros inflamatórios. 

Dessa forma, conclui-se que, nos parâmetros estudados, a associação da fotobiomodulação e do probiótico podem ser promissores por apresentaram resultados semelhante ao grupo Leite. No entanto, mais estudos devem ser realizados para suas indicações clínicas. 
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