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RESUMO

A técnica cirirgica de enxerto gengival livre ¢ uma das técnicas padrdo ouro para o
recobrimento radicular em pacientes com recessdo gengival. Pacientes com diabetes
apresentam alteragdes que prejudicam o processo de cicatrizagdo. Este estudo tem o objetivo
de avaliar a influéncia da fotobiomodulagao no processo cicatricial do sitio doador para enxerto
gengival livre em ratas induzidas a diabetes mellitus. Trata-se de um estudo experimental
laboratorial quantitativo, onde foram realizadas diversas analises. Um total de 144 ratas Wistar
com 3 a 5 semanas de vida, pesando + 200 g, foram mantidas em gaiolas e divididas
aleatoriamente em quatro grupos experimentais: Grupo Salina, Grupo Laser, Grupo Diabetes
(DM) e Grupo DM + Laser. Os grupos experimentais foram distribuidos por dias de eutandsia:
3,7, 14 e 28. A diabetes foi induzida por inje¢do via intraperitoneal de aloxana (60 mg / kg)
diluida em soro fisioldgico. A remocao do tecido gengival no palato duro foi realizada em uma
dimensdo de 10X4mm até a profundidade do peridsteo. Os animais que receberam laser foram
submetidos ao protocolo de irradiacdo com laser vermelho (630nm) da DCM therapy XT ®
com dose de 0,3). A eutanasia foi feita por sobredose anestésica. O sangue dos animais foi
coletado e as amostras colhidas foram fixadas em formol a 10% por 24 horas, e posteriormente
coradas com hematoxilina e eosina. Todas as ldminas microscopicas foram analisadas e uma
area circunferencial representativa cada amostra foi demarcada para a técnica Tissue Micro
Array. Os resultados foram expressos como os valores médios = SE (erro padrdo) e submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. No dia 28 os grupos que receberam laser tiveram um
aumento significativo na sua massa (p<0,001). No dia 3 o grupo laser teve redu¢ao na contagem
de polimorfonucleares, comparado ao grupo salina e o grupo DM + laser apresentou reducgao
quando comparado aos demais grupos (p<0,001). No dia 3 houve um aumento de fibroblastos
nos grupos que receberam laser, quando comparado aos demais grupos (p<0,001). No dia 3
houve redu¢do de TNF-a nos grupos que receberam laser (p=0,004). Na andlise da IL-1p, no
dia 7 os grupos laser, DM e DM + laser apresentaram valores menores que o grupo salina
(p=0,001). O uso da fotobiomodulacao foi eficaz no processo cicatricial, em todos os animais
submetidos a fotobiomodulgao, tendo resultados benéficos, como ganho de peso, reducao de

células inflamatorias, aumento de fibroblastos e redugdo de TNF-a e IL-1.

Palavras-chave: terapia com luz de baixa intensidade; cicatrizagdo; diabetes mellitus.



ABSTRACT

The free gingival graft surgical technique is one of the gold standard techniques for root
coverage in patients with gingival recession. Patients with diabetes present alterations that
impair the healing process. This study aims to evaluate the influence of photobiomodulation on
the healing process of the donor site for free gingival grafts in rats induced to diabetes mellitus.
This is a quantitative experimental laboratory study, where several analyses were performed. A
total of 144 Wistar rats, 3 to 5 weeks old, weighing + 200 g, were kept in cages and randomly
divided into four experimental groups: Saline Group, Laser Group, Diabetes (DM) Group, and
DM + Laser Group. The experimental groups were distributed by euthanasia days: 3, 7, 14, and
28. Diabetes was induced by intraperitoneal injection of alloxan (60 mg/kg) diluted in
physiological saline. Gingival tissue removal on the hard palate was performed in a 10x4mm
area down to the periosteal depth. Animals that received laser treatment underwent irradiation
with a red laser (630nm) from DCM therapy XT® at a dose of 0.3J. Euthanasia was performed
by anesthetic overdose. Blood was collected from the animals, and the collected samples were
fixed in 10% formalin for 24 hours and subsequently stained with hematoxylin and eosin. All
microscopic slides were analyzed, and a representative circumferential area from each sample
was demarcated for the Tissue Micro Array technique. Results were expressed as mean values
+ SE (standard error) and subjected to the Shapiro-Wilk normality test. On day 28, the groups
that received laser treatment showed a significant increase in their mass (p<0.001). On day 3,
the laser group showed a reduction in polymorphonuclear cell count compared to the saline
group, and the DM + laser group showed a reduction when compared to the other groups
(p<0.001). On day 3, there was an increase in fibroblasts in the groups that received laser, when
compared to the other groups (p<0.001). On day 3, there was a reduction in TNF-a in the groups
that received laser (p=0.004). In the IL-1p analysis, on day 7, the laser, DM, and DM + laser
groups showed lower values than the saline group (p=0.001). The use of photobiomodulation
was effective in the healing process, even in animals with diabetes, with beneficial results such
as weight gain, reduction of inflammatory cells, increase in fibroblasts, and reduction of TNF-

a and IL-1P.

Keywords: low-level light therapy; wound healing; diabetes mellitus.
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1 INTRODUCAO

A recessdo gengival (RG) estd associada a exposi¢do da raiz dentaria, ocasionada pelo
deslocamento em dire¢ao apical da margem gengival em relagdao a juncao cemento-esmalte.
Pode ser encontrada tanto em pacientes mais jovens ou que estdo na meia idade, tendo uma
prevaléncia de até 70% em individuos com idade superior aos 50 anos. Dentre as opgdes para
a correcao das recessdes gengivais, a cirurgia de enxerto gengival livre tem sido popularmente
utilizado. As indicagdes para realizagao desse procedimento vao desde a melhoria estética até
a reducao da hipersensibilidade (Carcuac, Trullenque-Eriksson, Derks, 2023).

Na técnica do enxerto gengival livre, remove-se uma por¢ao de tecido queratinizado da
regido doadora, que comumente ¢ o palato duro. Esse tecido ¢ preparado e acoplado por meio
de suturas na regido receptora, que ¢ a area da recessao gengival. Algumas caracteristicas sao
bastante mencionadas tanto no trans, como no pos-operatorio pelos pacientes, dentre elas
podemos citar sangramento excessivo, dor e desconforto. Além disso, a cicatrizacdo da area
doadora ocorre por segunda inten¢do, o que torna o processo mais lento ¢ dependente de
processos bioldgicos e celulares (Spin, 2018).

Por sua vez, a diabetes mellitus (DM) ¢ caracterizada por uma sindrome metabolica
multifatorial em que promove a hiperglicemia, pois a insulina presente no corpo € incapaz de
fazer a quebra da glicose no sangue, promovendo um colapso no funcionamento do organismo.
Uma vez que, as condi¢des imunoldgicas € bioquimicas apresentam-se alteradas, a DM pode
ser subdividida em tipo I e tipo II (Barbosa, 2013). Em cavidade oral, o diabetes ¢ um fator de
risco conhecido para doenga periodontal exacerbada e cicatrizagdo de feridas se torna retardada
(Ko, Sculean, Graves, 2021).

A cicatrizagdo de feridas € processo complexo que envolve a organizagdo de células,
sinais quimicos e matriz extracelular com o objetivo de reparar o tecido. Por sua vez, o
tratamento de feridas busca o fechamento rapido da lesdo de forma a se obter cicatriz funcional
e esteticamente satisfatoria. Com o rompimento tecidual nos animais vertebrados, logo se inicia
o processo de reparo, que compreende uma sequéncia de eventos moleculares objetivando a
restauragao do tecido lesado (Mendonga, R. J et al., 2009)

A terapia com laser de baixa intensidade (LLLT, na sigla em inglés) vem sendo
amplamente utilizada para fotobiomodulagdo e cicatrizacdo de feridas. Os efeitos de
bioestimulagdo e biomodulacdo ocasionados pela LLLT sdo observados pelo aumento da
vascularizagdo, proliferacdo, maturacdo e adesdo de fibroblastos, além de seus efeitos anti-
inflamatorios, como inibi¢do de algumas citocinas, como IL-6 e TNF-y e também de analgesia

(Yildiz; Gunpinar, 2019).
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A andlise sobre o tempo necessario para cicatrizagdo de feridas e quais células e
citocinas sdo envolvidas no processo sdo de extrema importancia para o conhecimento sobre a
influéncia da fotobiomodulacao no processo cicatricial do sitio doador para enxerto gengival
livre em ratas induzidas a diabetes mellitus. Além disso, uma dificuldade clinica ¢ a cicatrizagao
desse sitio em pacientes com diabetes, tendo em vista que possuem comprometimento da
quimiotaxia de leucocitos para o sitio inflamado. Por esse motivo, a andlise realizada nesse
estudo acerca da cicatrizagdo do sitio doador em ratas com diabetes e o uso adjuvante da

fotobiomodulacao pode auxiliar de forma significativa em futuros ensaios clinicos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Avaliar a influéncia da fotobiomodulagdo no processo cicatricial do sitio doador para

enxerto gengival livre em ratas induzidas a diabetes mellitus.

2.2 Objetivos Especificos
Analisar a massa corpdrea dos animais e alteragdes hematologicas sob a influéncia da
fotobiomodulagdo no processo cicatricial do sitio doador para enxerto gengival livre em ratas

induzidas a diabetes mellitus.

Avaliar histologicamente a quantidade de células polimorfonuclares, mononucleares,
fibroblastos e vasos sob a influéncia da fotobiomodulagdo no processo cicatricial do sitio

doador para enxerto gengival livre em ratas induzidas a diabetes mellitus.

Investigar a imunoexpressao de IL-1p, TNF-a e VEGF sob ainfluéncia da fotobiomodulacdo
no processo cicatricial do sitio doador para enxerto gengival livre em ratas induzidas a diabetes

mellitus.



17

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Recessao gengival

A recess@o gengival (RG) ¢ uma condicdo clinica associada a perda de insercao dos
tecidos periodontais e exposi¢do da superficie radicular. Na maioria dos casos, a perda de
insercao e recessao dos tecidos ocorre na superficie vestibular dos dentes e tendem a evoluir,
caso o tratamento correto nao seja realizado. Mesmo com a alta prevaléncia de 90% de RG em
adultos, apenas 12% destes sdo afetados por recessdes localizadas com tecido interdental
intacto, do tipo RT1, de acordo com a classificagdo de Cairo e 3,1% por multiplas recessoes
RT1 adjacentes (Gonzélez-Febles et al., 2023).

A etiologia da RG ¢ considerada multifatorial, podendo estar associada a fatores
fisiologicos, anatomicos e patoldgicos. Estudos demonstram que ha uma associagdo entre a
recessdo ¢ o envelhecimento bucal, e além disso, outros fatores potenciais sdo o aparelho e
forcas ortodonticas, periodontite, fendtipo gengival e a escovagao traumatica (Francetti et al.,
2018; Sutor et al., 2025).

Os pacientes que sdo acometidos pelas recessdes gengivais geralmente mencionam
queixas com a estética, desconforto e hipersensibilidade dentaria, por conta da exposi¢do da
superficie radicular, além do risco de carie e lesdes cervicais ndo. As formas de tratamento para
a RG tem o objetivo de recobrir a superficie radicular que estd exposta e reestruturar os tecidos
moles perdidos. Atualmente, diversas técnicas cirirgicas sdo propostas, desde diferentes tipos
de desenho cirurgico, como os retalhos e a tunelizacao, até a utilizagdo de enxertos, podendo

estes serem xenogénicos, alogénicos e autdlogos (Gonzélez-Febles ef al., 2023).

3.2 Enxerto gengival livre

A técnica de enxerto gengival livre pode ser considerada como padrdo ouro entre os
procedimentos que sdo realizados para recobrimento radicular. Essa técnica possui uma alta
taxa de sucesso, devidos as vantagens, como a sua natureza autégena e a chance de aumentar
tecido queratinizado, além do resultado cirirgico previsivel. No entanto, algumas limitagdes
também podem ser mencionadas, como a retragdo do enxerto, que ocorre na fase de
cicatrizagdo, perda de dimensdo, diferenca de coloracao dos tecidos adjacentes e morbidade
pos-operatoria, ocasionada pela dor, principalmente na regido doadora do enxerto, como o
palato duro, mas também no local de destino, que ¢ a regido da recessdo (Almeida et al.,2023;
Shakiliyeva et al., 2025).

Apos a remocao do enxerto, uma ferida fica aberta na regiao do sitio doador. A ferida
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cicatriza por segunda intengdo em um periodo de duas a quatro semanas. No entanto, como ja
mencionado, esse periodo ¢ marcado por desconforto e dor pds-operatéria. Atualmente,
medidas para minimizar essa morbidade e acelerar o processo cicatricial ja estdo sendo
amplamente utilizadas, como uma forma de aumentar a aceitagdo a realizagao do procedimento

(Morshedzadeh, Aslroosta, Vafaei, 2022).

3.3 Diabetes mellitus

A diabetes mellitus do tipo 1 (DM 1) ¢ de etiologia autoimune e esta associada a perda
ou dano nas células B no pancreas, ocasionando uma sintese insuficiente de insulina. Ja a
diabetes do tipo 2 (DM 2) ¢ ocasionada pela resisténcia a insulina, produto de uma redugdo da
atividade das células B em produzir insulina e resposta celular inadequada a sinalizagao da
insulina. A cicatrizagao de feridas em animais induzidos a diabetes ocorre de forma mais lenta,
quando comparado a animais com niveis normais de glicemia, tanto nos modelos realizados
com DM 1 e DM 2 (Ko, Sculean, Graves, 2021).

Na DM 1 os linfocitos T, células de defesa da imunidade adquirida, destroem as ilhotas
de Langerhans. Estruturas essas, que sdo responsaveis pela regulacdo do metabolismo do
agucar, a partir da produ¢do de insulina e glucagon. Destaca-se também o envolvimento de
citocinas como: INF-y, fator de necrose tumoral e IL-1. A DM 2 ¢ classificada como doenga
que apresenta a reducdo na habilidade dos tecidos periféricos na resposta com a insulina, bem
como a disfuncdo das células B pancredticas, acarretando uma produgao instavel e inadequada
de insulina (Barbosa, 2013). Pacientes diagnosticados com diabetes apresentam grandes
alteragdes no periodonto € na cicatrizacdo. Devido a uma resposta imune deficiente, esses
pacientes apresentam uma cicatrizacao prejudicada, pois afetam negativamente na resposta dos
neutrdfilos, na migracdo e proliferacdo dos fibroblastos e na formagdo de novos vasos
sanguineos (Jardim, Cortelli, 2019).

O diabetes atrasa os estagios iniciais e finais da cicatrizacdo de feridas orais. Feridas
diabéticas tém aumento da inflamagdo, como observado por um maior nimero de neutrofilos.
A reepitelizagdo das feridas gengivais € refor¢ada por inibidores do TNF em animais diabéticos,
mas nao em animais normais, indicando que o aumento dos niveis de TNF nas feridas orais
diabéticas ¢ problemadtico, enquanto o nivel normal de TNF ndo inibe o processo de
cicatrizagdo. Em feridas cutaneas, o diabetes reduz a conversao de um fenotipo de macrofago
M1 para um fenotipo de macréfago M2, o que pode contribuir para a inflamagao prolongada.
Além disso, camundongos idosos tém um aumento semelhante no fen6tipo SASP como ratos

diabéticos, sugerindo que pode haver mecanismos semelhantes que atrasam a cicatrizagao com
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o envelhecimento e o diabetes (Ko, Sculean, Graves, 2021).
3.4 Laser de baixa poténcia

O uso da terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) utiliza o mecanismo da
fotobiomodulacao e tem o objetivo de bioestimular e auxiliar o processo de cicatrizagdao de
feridas pds-operatorias, diminuir a sintese de mediadores inflamatérios e aliviar a dor. A
fotobiomodulagdo atua no processo cicatricial promovendo a angiogénese e coagulacio,
amplificando os fibroblastos e proliferacao celular, que auxiliam na estimulacao da epitelizagado
primaria. Os fatores de crescimento e citocinas também estdo presentes e ajudam a regular o
processo de cicatrizagdo de feridas (Yoon et al., 2021; Morshedzadeh, Aslroosta, Vafaei,
2022).

A reconstitui¢ao do tecido ¢ formada a partir de uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares. Esse processo ¢ constituido por fenomenos bioquimicos e
fisiologicos de forma harmoniosa com o propdsito de reconstruir a arquitetura de um tecido
danificado (Mandelbaum, Di santis, Mandelbaum, 2003). A diabetes se caracteriza como uma
sindrome metabdlica multifatorial, no qual promove uma resposta imune deficiente e
consequentemente promove uma cicatrizacdo prejudicada. Dessa forma, com o uso da
fotobiomodulacao podera proporcionar uma resposta tecidual favoravel a cicatrizagdo (Yoon et

al., 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais e desenho de estudo

Trata-se de um estudo experimental laboratorial de carater quantitativo, visando realizar
analise macroscopica e histologica acerca da influéncia da fotobiomodulagdo no processo
cicatricial do sitio doador para enxerto gengival livre em ratas induzidas a diabetes mellitus.
Para isso, este projeto foi submetido & Comissdo Etica no Uso de Animais da Universidade
Christus e aprovado sob numero de parecer 004/23, de acordo com todas as condutas para
diminuic¢ao de dor, estresse, bem como sofrimento desnecessario foram conduzidas.

Todos os procedimentos foram realizados por um operador devidamente preparado e
calibrado de acordo com as normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal — COBEA, conforme o guia de Principios Internacionais de Pesquisas Biomédicas

Envolvendo Animais.

4.2 Calculo amostral
A fim de estimar a amostra necessaria, nos baseamos no estudo de Amalya et al., (2019)
que observou o processo de cicatrizagdo do sitio doador de enxerto gengival livre em ratos.
Apods aplicagdo de extrato de ervas, quando comparado ao grupo controle ndo tratado
(MédiaxDP = 2042 versus 2443). Uma vez que o modelo experimental proposto apresenta
perda possivel perda de animais, acrescer-se-a 20% sobre esta amostra totalizando nove animais

por grupo de estudo (teste t de Student).

4.3 Grupos experimentais

Um total de 144 ratas Wistar (Rattus novergicus), com 3 a 5 semanas de vida, pesando =+
200 g, provenientes do biotério da Universidade Christus, foram mantidos em gaiolas, na
hospedaria para animais do biotério. Durante o procedimento experimental, os animais
permaneceram em macroambiente controlado (fotoperiodo de 12h claro/escuro, temperatura 25
+ 2°C e umidade 55+£10%) com fornecimento de dgua e ragdo especifica a vontade.

Assim, ratas Wistar fémeas foram divididas aleatoriamente em quatro grupos
experimentais:

e Grupo Salina: tratado com solucdo salina estéril (0,1 ml / kg) por via intraperitoneal e

submetido a remocao do tecido gengival do palato duro.
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e Grupo Laser: tratado com solugdo salina estéril (0,1 ml / kg) por via intraperitoneal e
submetido a remog¢ao do tecido gengival do palato duro e aplicagdo do laser no sitio
doador.

e Grupo Diabetes (DM): tratado com aloxana (60 mg / kg) por via intraperitoneal para
indu¢do da diabetes e submetido a remog¢ao do tecido gengival do palato duro.

e Grupo DM + Laser: tratado com aloxana (60 mg / kg) por via intraperitoneal para
indugdo da diabetes, e submetido a remocao do tecido gengival do palato duro e

aplicagdo do laser no sitio doador.

4.4 Analise do peso corporal

Os animais foram pesados semanalmente, de acordo com os dias de eutandsia, para

avalia¢do da variacdo da massa corporea em balanca de 10g de precisao.

4.5 Técnica de inducido da Diabetes Mellitus

A diabetes foi induzida por inje¢do via intraperitoneal de aloxana (60 mg / kg) diluida
em soro fisiologico. Os animais do grupo controle receberam solucdo salina estéril. Apos a
indugdo, os animais foram colocados em uma dieta rica em sacarose com o objetivo de reduzir
a perda animal por hiperglicemia, fato que pode ocorrer nas primeiras 24h apds a indugao.
Posteriormente, 48h depois da indugdo os animais sdo deixado em jejum, apenas com agua a
vontade. Dois mililitros de sangue foram coletados via caudal, 72h apds a indugao do diabetes
para determinagdo dos niveis de glicose. Os animais foram considerados diabéticos quando
apresentavam glicemia > 200 mg/dL. No dia da eutanasia uma nova coleta de sangue foi
realizada para verificar se os animais permaneciam diabéticos. Os niveis de glicemia foram

verificados com o glicosimetro da marca Accu-Chek Active (Baragob et al., 2014).

4.6 Técnica cirurgica do sitio doador
Os animais foram anestesiados com uma inje¢ao intraperitoneal de cetamina a 10% e
xilazina 80%. A remocao do tecido gengival no palato duro foi realizada em uma dimensao de
10mmX4mm até a profundidade do peridsteo usando uma lamina 15¢ de ago inoxidavel
projetada para enxerto gengival e cirurgias periodontais. A gengiva foi separada por elevador

periosteal (Amaliya et al., 2019).

4.7 Protocolo de laserterapia
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Os animais do grupo laser e do grupo DM + laser, foram submetidos ao protocolo de
irradiacdo com laser vermelho (630nm) da DCM therapy XT ® com ponteira de area de 0,098
cm? e densidade de energia 0,3J/0,098 cm?. Ambos os grupos receberam o feixe de laser de
radiacao continua, sendo realizado um protocolo de 0,3J por ponto, realizando apenas um ponto,
que cobriu toda a area da ferida, incluindo as bordas. Os animais receberam o laser apos a
cirurgia do sitio doador e posteriormente a irradiagdo ocorreu trés vezes por semana, até o dia

da eutandasia dos animais (Firat et al., 2014).

4.8 Eutanasia
Os animais foram eutanasiados, apos os tempos descritos acima, por sobredose
anestésica. As maxilas foram excisadas cirurgicamente, armazenadas em formol neutro a 10%
para posterior confec¢do das laminas histologicas (hematoxilina-eosina). O sangue dos animais
foi coletado, tanto para verificar se os animais permaneceram diabéticos, quanto para posterior

contagem total e diferenciada de leucdcitos.

4.9 Analise Sanguinea

ApoOs anestesia com xilazina (10mg/kg) e quetamina (800mg/kg), foi coletado
2mL de sangue pelo plexo retro-orbital para andlise hematologica e imediatamente
armazenado em eppendorfs, contendo 0,2mL de solu¢do 1% de acido etileno-dimanino tetra-
acético (EDTA) dissolvido em solugdo salina estéril 0,9%. Posteriormente, sobredose de
xilazina (30mg/kg) e quetamina (240mg/kg) foi adicionalmente administrada para eutanasia.
Uma gota de sangue foi disposta sobre uma lamina de vidro para coloracdo por pandtico
rapido e analise hematologica. A leitura se deu em movimento de zigue-zague transversal ao
tamanho da lamina em dire¢do da parte mais espessa para a parte menos espessa. Foram
contatos os niumeros de cada um dos elementos sanguineos celulares (neutréfilos, monocitos,
basofilos, eosindfilos e linfocitos) até um total de 100 células contadas, obtendo-se, assim, a
contagem diferencial de leucocitos sanguineos.

Para contagem total de leucocitos foi manipulado individualmente de cada
animal, 20ul de sangue juntamente com 380l da solug@o de Turk, colocados em eppendorfs
e submetidos ao vortex. Posteriormente, a dilui¢ao foi colocado em uma camara de Neubauer
e contabilizado os leucdcitos totais presentes nos quadrantes das extremidades da camara

(Goes et al., 2014).

4.10 Confeccao de laminas e analise histomorfométrica
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As amostras colhidas foram fixadas em formol a 10% por 24 horas e posteriormente
armazenadas em EDTA 10% para descalcificagdo por 60 dias. Apds esse processo, foram
desidratadas em banhos de etanol graduados (100 e 70%), limpos em xileno, embebidos em
parafina e seccionados em série a 5 um. Duas sec¢des de cada ferida foram selecionadas
aleatoriamente e coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo em microscopia de
luz. As laminas foram analisadas no microscopio Olympus BX43 com aumento de 400x%, e
cinco fotomicrografias foram obtidas para contagem no software QuPath. Os parametros
analisados foram: quantidade de célulares mononucleares e polimorfonucleares, proliferagao

de fibroblastos e de vasos sanguineos (Firat et al., 2014).

4.10 Técnica de micro array de tecidos e ensaio imuno-histoquimico

Todas as laminas microscopicas foram analisadas e uma area circunferencial
representativa de 2 mm de didmetro cada (3,14 mm?) de cada amostra e foi demarcada para a
técnica Tissue Micro Array. Os blocos de parafina foram perfurados na area demarcada
utilizando um TIssue Microarrayer (Quick-Ray UNITMA®) e foram transferidos para um
bloco receptor de parafina contendo 70 cavidades circulares do mesmo didmetro (2mm). Os
blocos de receptores de parafina contendo as areas de interesse das hemimaxilas foram cortados
em se¢Oes de 3 um de espessura para serem colocadas em laminas silanizadas. As amostras
foram desparafinizadas, reidratadas e submetidas a recuperacao de antigeno usando um tampao
de citrato (pH 6,0). Para inativar a peroxidase endogena, as amostras foram incubadas (30 min)
com H>0; a 3% em solugdo tampao de fosfato (PBS), lavadas em PBS e incubadas durante a
noite com anticorpos primarios direcionados contra IL-1 B, TNF-a e VEFG.

Ap0s lavagens em PBS, as amostras foram incubadas em Envision Plus HRP anti-IgG-
coelho / camundongo por 45 min (pronto para uso; monoclonal; Dako® K4065), lavadas
novamente em PBS e aplicado o cromogénio diaminobenzidina (Dako® K3469) por 5 min. A
hematoxilina de Harris foi usada como contra-coloracao (10s), e as amostras foram desidratadas
(usando etanol e xilol) e montadas usando um meio de montagem permanente (Enthelam®).
Seccdes paralelas de controle negativo serdo tratadas com diluente de anticorpo em vez de um
Ab primario. As laminas foram scaneadas por meio de um scanner de laminas (Motic

DSAssistant (Motic VM V1 Viewer 2.0®) e as fotomicrografias foram exportadas para o

software QuPath® para contagem do nimero de células imuno-positivas.

4.11 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como os valores médios = SE (erro padrao) e submetidos
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ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para comparagdes de dados paramétricos foi
realizado o teste 1-way-ANOV A/Bonferroni e para comparagao dos dados ndo paramétricos foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis/Dunn. Todas as anélises foram realizadas adotando uma

confiang¢a de 95% no software GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS

Em relagdo a massa corporea dos animais, o periodo de acompanhamento de 3 dias, ndo
houve diferenca estatistica entre os quatro grupos (p=0,489). No periodo de 7 dias, os animais
que foram induzidos a diabetes tiveram massa corporea estatisticamente menor (p=0,001). O
grupo DM demonstrou significativa redu¢cdo na massa corpérea no dia 14 (p<0,001). No dia
28 os grupos com animais que receberam laser tiveram um aumento estatisticamente
significativo na sua massa (p<0,001), quando comparado aos demais grupos. Observou-se que
nos grupos salina, laser e DM + laser houve diferenca estatistica no aumento da massa corporal
(p<0,001) ao decorrer dos dias pos cirargicos (3, 7, 14 e 28 dias). Apenas o grupo DM ndo
apresentou diferenga estatistica nesse quesito (p=0,1207) (Tabela 1).

Com base na analise histoldgica, foi possivel observar que os polimorfonucleares
apresentaram diferenca estatistica entre os dias pos cirirgicos e entre os grupos. No dia 3 de
acompanhamento o grupo laser demonstrou uma reducdo significativa nessa contagem,
comparado ao grupo salina, o grupo DM apresentou menor contagem dessas células, quando
comparado ao salina e laser e o grupo DM+laser apresentou reducdo nessa analise quando
comparado aos demais grupos (p<0,001). Houve um aumento estatisticamente significativo
nessas cé¢lulas no dia 7 (p<0,001), 14 (p<0,001) e 28 (p<0,001) no grupo salina em relagdo aos
grupos laser, DM e DM + laser. Ja na andlise entre os dias de acompanhamento, todos os grupos
tiveram reducdo estatisticamente significativa ao longo dos dias 3, 7, 14 e 28 dias (p<0,001)
(Tabela 1).

Na analise do perfil de células mononucleares, no dia 3 houve um aumento significativo
no grupo laser, quando comparados aos demais grupos. O grupo laser no dia 7 demonstrou um
aumento significativo ao compararmos ao grupo salina, no entanto, seu resultado foi
estatisticamente menor que os grupos DM e DM + laser (p<0,001). Foi observado que nos dias
14 (p<0,001) e 28 (p<0,001) de acompanhamento, houve um aumento estatisticamente
significativo dessas células nos grupos DM e DM + laser. Ao observamos entre os dias de
acompanhamento de cada grupo, nos dias 7, 14 e 28 os grupos salina (p<0,001), laser (p<0,001),
DM (p=0,005) e DM + laser (p=0,014) tiveram reducao nessa andlise (Tabela 1).

Um aumento significativo na formagdo de vasos sanguineos no dia 3 (p=0,017), foi
observado no grupo tratado com laser, em comparacao ao grupo salina, DM e DM + laser.
Houve um aumento estatisticamente significativo na contagem de vasos no grupo salina no
periodo de 7 dias (p<0,001). Na andlise dos dias de acompanhamento de cada grupo, o grupo

salina apresentou aumento significativo no nimero de vasos nos dias 7 e 14 quando comparados
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aos dias 3 e 28 (p<0,001). Houve um aumento significativo de vasos no dia 3 do grupo laser
(p=0,005) e DM (p=0,002). O grupo DM + laser apresentou uma redu¢do no nimero de vasos
quando comparado aos demais grupos em todos os periodos de acompanhamento, nao havendo
diferenca estatistica entre eles (p=0,070) (Tabela 1).

Ainda com base na andlise histoldgica, ¢ possivel observar um crescimento exponencial
no numero de fibroblastos em todos os grupos ao longo do tempo. No dia 3 houve um aumento
significativo na quantidade de fibroblastos nos grupos que receberam laser, quando comparado
aos demais grupos (p<0,001). Nos periodos pos cirurgicos de 7 (p<0,001), 14 (p<0,001) e 28
dias (p=0,015), observamos uma reducao significativa dessas células no grupo DM, quando
comparado aos demais grupos. Na andlise dos grupos entre os dias de acompanhamento,
observamos que os grupos salina, laser e DM + laser tiveram um aumento estatisticamente
significativo nos dias 7, 14 e 28 dias (p<0,001). O grupo DM apresentou aumento significativo

apenas no dia 28 (p<0,001) (Tabela 1).

Tabela 1: Analise da massa corpoérea, do perfil de células polimorfonucleares, de células
mononucleares, do perfil de vasos sanguineos e fibroblastos de ratas Wistar submetidas ao
modelo de remocgdo do enxerto gengival livre do palato, induzidas a diabetes mellitus e tratadas

com fotobiomodulagao por diferentes periodos.

Tempo (dias)

D3 D7 D14 D28 VZII)IOI‘
Peso
Sal 93.71£2.79Aa  103.30+1.54Ab 103.30+1.54Ab 114.40+0.99Ac <0,001
Laser 97.40£0.66Aa  102.70+1.19Aa 110.10+1.44Ab 126.70+£2.65Bc <0,001
DM 92.31+£3.21Aa 93.96+1.88Ba 92.05+£3.85Ba  101.80+2.91Ca 0,1207
DM-+Laser 95.25+2.48Aa 98.84+1.39Ba  120.80+£5.46Ab 126.30+1.67Bb <0,001
p-Valor 0,489 0,001 <0,001 <0,001
PMN
Sal 266.00+30.63Aa 124.80+16.38Ab 111.80£15.51Ab 70.40+8.99Ab <0,001
Laser 181.40+£13.95Ba 58.44+10.06Bb 9.33+£3.27Bc 3.33+1.86Bc  <0,001
DM 46.44+7.73Ca 38.33+7.46Ba 7.86+2.28Bb 3.00+1.20Bb  <0,001
DM-+Laser 23.00+7.38Da 13.00+1.84Ba 2.17+1.22Bb 2.86+1.16Bb 0,001
p-Valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
MN
Sal 29.00+4.81Aa 12.88+2.38Ab 10.88+2.26Ab 9.60+£2.05Ab  <0,001
Laser 158.70+29.23Ba  31.78+5.68Bb 16.89+4.18Ab 5.11+£2.06Ab  <0,001
DM 78.75+6.97Ca 75.50£3.94Ca  55.14+£10.68Ba  42.29+5.76Bb 0,005
DM-+Laser 56.00+8.48Ca 62.17+7.92Ca 40.50+£3.66Ba 32.00+£5.73Bb 0,014
p-Valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001



Vasos

Sal 4.67+0.88Aa 9.25+1.82Ab 8.13+1.03Ab 2.20+0.51Aa <0,001
Laser 23.224+7.95Ba 6.56+2.28Ab 2.44+0.67Bb 433+£1.21Ab 0,005
DM 10.00+1.52Aa 3.17+0.83Ab 0.71+0.57Bb 2.71£1.43Ab 0,002
DM-+Laser 3.50+1.23Aa 3.00+0.82Aa 1.83+0.95Ba 0.43+0.20Aa 0,070
p-Valor 0,017 0,073 <0,001 0,061

Fibroblastos

Sal 5.2242.75Aa  271.50+22.00Ab 280.90+11.40Ab 262.00+33.07Ab <0,001
Laser 54.00+8.19Ba  311.00+24.16Ab 248.90+21.60Ab 240.90+17.20Ab <0,001
DM 18.75+1.51Aa  31.83+2.99Ba  83.57+12.81Ba 188.40+28.97Bb <0,001
DM+Laser  168.70+£12.21Ca 270.30+20.53Ab 285.70+£20.55Ab 333.00+23.09Ab <0,001
p-Valor <0,001 <0,001 <0,001 0,015

*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (médiatEPM).
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Figura 1: Fotomicrografias do sitio doador de ratas Wistar submetidas ao modelo de

remocdo do enxerto gengival livre do palato, induzidas a diabetes mellitus e tratadas com

fotobiomodulagado por diferentes periodos.

DM + LASER

Controle: Grupo controle; Laser: Grupo submetido a fotobiomodulagdo; DM: Grupo induzido a diabetes

mellitus; DM + laser: Grupo induzido a diabetes mellitus submetido a fotobiomodulagdo (400x,

Hematoxilina-Eosina).
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Ao avaliarmos os parametros hematologicos, quanto a contagem total de leucdcitos,
houve um aumento estatisticamente significativo (p<0,001) no grupo DM, quando comparado
aos demais grupos no periodo de 3 dias. Ja no periodo de 28 dias, houve uma diminui¢ao nessas
células nos grupos em que os animais foram induzidos a diabetes (p=0,001), quando
comparados aos demais grupos. Quando observamos os dias de acompanhamento, o grupo
salina evidenciou que houve um aumento significamente estatistico no dia 7 (p=0,008). O grupo
laser apresentou uma diminuigdo significativa de leucécitos no dia 14 (p=0,013). Houve uma
diminui¢do significativa no grupo DM nos dias 7, 14 e 28 (p<0,001). No grupo DM + laser
observamos um aumento significativo nos dias 7, 14 e 28 (p=0,003) (Tabela 2).

Na andlise de linfocitos circulantes, houve um aumento significativo no dia 3 de
acompanhamento do grupo DM (p<0,001). No dia 14, os grupos DM e DM+laser apresentaram
um aumento significatico nessa analise (p<0,001), quando comparados aos demais grupos. Ao
observar os dias de acompanhamento, o grupo salina demonstrou diferencga significativa em que
o dia 14 apresentou uma reducdo significativa na contagem de linfocitos (p=0,019). Houve
diferenga estatisticamente significativa na redu¢@o de linfocitos nos dias 7, 14 e 28 no grupo
DM (p<0,001). No grupo DM + laser houve um aumento significativo nos dias 7. 14 e 28 nessa
contagem (p=0,001) (Tabela 2).

Ja em relacdo aos ndo lifocitos, o grupo DM teve uma contagem significativamente
maior no periodo de 3 dias (p<0,001). No dia 14, houve um aumento significativo (p<0,001)
desta contagem nos grupos em que os animais foram induzidos a diabetes. Quando observamos
os dias de acompanhamento de cada um dos grupos, observamos que o grupo salina apresentou
redugdo significativa no dia 14 (p=0,030). Os grupos laser ¢ DM apresentaram reducao

significativa na contagem dessa células nos dias 7, 14 e 28 (p<0,001) (Tabela 2).

Tabela 2: Anaélise do perfil de perfil de leucocitos, linfocitos e ndo linfocitos de ratas
Wistar submetidas ao modelo de remocao do enxerto gengival livre do palato, induzidas a

diabetes mellitus e tratadas com fotobiomodulagdo por diferentes periodos.

Tempo (dias) p-

D3 D7 D14 D28 Valor
Leucdcitos
Sal 6921+756Aa 8250+526Ab 4988+410Aa 7750+868Aa 0,008
Laser 7975+514Aa 6019+631Aa 5761£550Ab 7333+188Aa 0,013
DM 12629+490Ba 5420+535Ab 5821+555Ab 5240+534Bb <0,001
DM+Laser 3650+508Aa 6950+1020Ab 5740+£372Ab 5150+203Bb 0,003
p-Valor <0,001 0,053 0,594 0,001
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Linfécitos

Sal 7295+812Aa 7777£515Aa 4824+378Ab 7344+710Aa 0,019

Laser 7468+528Aa 6463+822Aa 5855+546Aa 6905+162Aa 0,293

DM 11580+468Ba 4869+526Ab 5418+557Ab 4670+474Bb <0,001
DM-+Laser 3328+451Aa 6746:792Ab 5209+370Ab 4623+226Bb 0,001

p-Valor <0,001 0,145 0,472 0,000

Nio

linfécitos

Sal 613+92Aa 546+107Aa 228+60Ab 691+99Aa 0,030

Laser 787+t103Aa 274+99Ab 234+41Ab 429+64Ab <0,001
DM 1205+150Ba 500+134Ab 404+32Bb 570£115Ab <0,001
DM-+Laser 322+75Aa 399+78Aa 531+36Ba 528+106Aa 0,203

p-Valor <0,001 0,350 <0,001 0,209

*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (médiatEPM).

Em relagdo ao TNF-a, foi possivel observar que no periodo de 3 dias houve diferenca
estatisticamente significativa na redugdo desse marcador nos grupos que receberam laser
(p=0,004). Quanto aos dias de acompanhamento, o grupo laser demonstrou uma reducao
significativa da expressdo dessa citocina no dia 14 e 28 (p=0,020). O grupo DM também
apresentou valores estatisticamente significativos na reducdo desse marcador nos dias 7, 14 e
28, quando comparados ao dia 3 (p=0,004). Na analise da IL-1p, no dia 7 houve um pico de
producao dessa citocina, quando comparada aos demais dias, no entanto, os grupos laser e DM
apresentaram valores estatisticamente menores que o grupo salina e o grupo DM + laser
apresentou resultados menores que todos os grupos (p=0,001). O grupo salina foi o Uinico que
apresentou diferencga estatistica entre os dias de acompanhamento (p<0,001), onde o dia 7 houve
um aumento na expressao dessa citocina, quando comparado aos demais dias (Tabela 3).

Na expressdao de VEGF observou-se diferenca estatisticamente significativa entre todos
os grupos e em todos os dias de acompanhamento. Houve uma reducdo significativa deste
marcador no grupo DM + laser nos dias 3, 7, 14 e 28 dias (p=0,001) e ao comparar com 0s
demais grupos, também houve diferenca estatisticamente significativa em todos os dias de
acompanhamento (p<0,001). Os demais grupos, como salina, laser ¢ DM demonstraram
diferenca estatisticamente significativa na reducdo dessa citocina nos dias 14 e 28 (p<0,001)

(Tabela 3).
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Tabela 3: Andlise da imunoexpressdo de TNF-o, IL-13 e VEGF de ratas Wistar

submetidas ao modelo de remocdo do enxerto gengival livre do palato, induzidas a diabetes

mellitus e tratadas com fotobiomodulagao por diferentes periodos.

Tempo (dias)

D3 D7 D14 D21 p-Valor
TNF
Sal 176.00+£15.04Aa 143.70+£10.17Ab  142.70+£7.21Ab 139.30+10.77Ab 0,104
Laser 145.50+5.14Ba 196.20+21.74Aa 142.30+19.81Aa 123.20+7.87Ab 0,020
DM 190.50+11.75Aa 154.30+£12.00Ab  134.20+8.06Ab 158.00+4.67Ab 0,004
DM +
Laser 146.60+4.52Ba 151.30+5.33Aa  129.20+15.77Aa 145.20+5.58Aa 0,399
p_
Valor 0,004 0,100 0,898 0,063
IL-1
Sal 43.00+9.00Aa 103.20+8.51Ab 36.33£7.37Aa  38.75+£9.74Aa <0,001
Laser 23.50+6.97Aa 55.44+9.84Ba 31.79+£6.28Aa  29.13+9.23Aa 0,053
DM 21.29£11.67Aa 52.20+11.80Ba 20.29+7.30Aa  46.40+10.22Aa 0,088
DM +
Laser 20.33+12.55Aa 17.33+£16.34Ca 22.00+2.52Aa 33.83+14.38 0,827
p_
Valor 0,754 0,001 0,334 0,780
VEGF
Sal 153.00+4.44Aa 138.60+8.26Aa 86.14£9.70Ab  75.33+7.31Ab <0,001
Laser 173.40+£9.79Aa 132.60+13.16Aa  99.22+10.06Ab  79.47+5.30Aa <0,001
DM 104.70+8.24Aa 123.00+5.74Aa 93.00+£1.46Ab  68.25+2.85Ab <0,001
DM +
Laser 78.434£9.37Ba 64.33+0.42Ba 50.96£1.82Bb  47.14+1.35Bb 0,001
p_
Valor <0,001 <0,001 0,002 0,001

*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (médiatEPM).
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Figura 2: Fotomicrografias do imunomarcador TNF-a analisados no sitio doador de ratas
Wistar submetidas ao modelo de remocao do enxerto gengival livre do palato e tratadas com

fotobiomodulagao por diferentes periodos.

D3 D7 D14 D28

CONTROLE

LASER

TNF-a

DM

DM + LASER

Controle: Grupo controle; Laser: Grupo submetido a fotobiomodulagao; DM: Grupo induzido a diabetes

mellitus; DM + laser: Grupo induzido a diabetes mellitus submetido a fotobiomodulagao (400x, TNF-

o).
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Figura 3: Fotomicrografias do imunomarcador IL-1 analisados no sitio doador de ratas Wistar
submetidas ao modelo de remocdo do enxerto gengival livre do palato e tratadas com

fotobiomodulagao por diferentes periodos.

IL-B

DM

DM + LASER

Controle: Grupo controle; Laser: Grupo submetido a fotobiomodulagao; DM: Grupo induzido a diabetes

mellitus; DM + laser: Grupo induzido a diabetes mellitus submetido a fotobiomodulagdo (400x, IL-1p).
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Figura 4: Fotomicrografias do imunomarcador VEGF analisados no sitio doador de ratas
Wistar submetidas ao modelo de remocdo do enxerto gengival livre do palato e tratadas com

fotobiomodulagao por diferentes periodos.

D3 D7 D14 D28

CONTROLE

VEGF

DM + LASER

Controle: Grupo controle; Laser: Grupo submetido a fotobiomodulagao; DM: Grupo induzido a diabetes

mellitus; DM + laser: Grupo induzido a diabetes mellitus submetido a fotobiomodulagao (400x, VEGF).
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6 DISCUSSAO

Ao observarmos os resultados relacionados a massa corporea, fica evidente que os
animais em que a diabetes mellitus foi induzida tiveram um menor ganho de peso no periodo
de 7 dias, quando comparado aos demais grupos. No entanto, apds o dia 14, apenas o grupo
DM permaneceu com menores valores corporais, enquanto o grupo salina, laser e DM + laser
tiveram um aumento em sua massa. Além disso, a utilizacdo da fotobiomodulagdo teve um
papel de extrema importancia, tendo em vista que no periodo de 28 dias, os animais de ambos
os grupos que receberam laser tiveram valores de massa corporal superiores aos dos grupos
salina e DM.

O estudo de Pandolfo et al., (2023) tinha o objetivo de avaliar alguns pardmetros locais
e sist€émicos de animais induzidos a diabetes ¢ os efeitos da fotobiomodulagdo. Seus resultados
corroboraram com os nossos, onde os animais diabéticos que receberam laser tiveram maior
valor de massa corporal quando comparado aos animais diabéticos que ndo receberam a
fotobiomodulagdo. A diminui¢do da massa corpdrea é algo esperado nesse modelo
experimental, no entanto, o efeito positivo do laser em ambos os estudos reforcam a sua
capacidade anti-oxidante e anti-inflamatorio sistémica.

Na anélise histomorfométrica de células polimorfonucleares houve uma redugdo desse
parametro nos grupos laser, DM e DM + laser quando comparados ao grupos salina em todos
os periodos de acompanhamento. Bagheri et al., (2020) avaliou o impacto da fotobiomodulagao
e da administra¢do de metformina, isoladamente e em combinagdo, a fim de estudar as etapas
da cicatrizagdo em ratos com DM 2. De forma semelhante ao nosso estudo, o grupo em que o
laser foi utilizado de forma isolada demonstrou redugdo significativa na contagem de
neutréfilos, além do aumento no nimero de células basais e fibroblastos.

J& em relacdo a andlise do perfil de células mononucleares, houve um aumento dessas
células no grupo laser no periodo de 3 dias, quando comparado aos demais grupos € no periodo
de 7 dias quando comparado apenas ao grupo salina. Infere-se que a maior parte dessas células
sejam mondcitos, que se diferenciaram em macrofagos do tipo M2. O estudo de Souza ef al.,
(2018) buscou avaliar o efeito da fotobiomodulagcdo em ambos os comprimentos de onda no
processo de reparo muscular ap6s uma lesdo aguda e correlacionar os achados com o perfil de
células e citocinas e o reparo tecidual entre os dias de experimento. Os seus resultados
demonstraram de forma semelhante ao presente estudo que a utilizacdo do comprimento de
onda vermelha reduziu o infiltrado inflamatério apos 2 dias e apds 7 dias aumentou a quantidade
de macrofagos CD163, este sendo um dos fen6étipos do macrofago, identificado como M2, o

qual possui acao anti-inflamatoria por meio de citonas, proliferagao de fibroblastos e formagao
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de novos vasos, acelerando esse processo de reparo inicial.

Ainda na anélise do perfil de células mononucleares, os grupos DM e DM + laser
tiveram um aumento dessas células nos periodos de 7, 14 e 28 dias quando comparados ao
salina e laser. Segundo De Loura Santana et al., (2016), em feridas de camundongos diabéticos
ha uma maior dificuldade na transi¢cdo do perfil de macrofagos M1, da fase pro-inflamatoria
para um perfil que favoreca a cicatrizacao, atraves dos macrofagos M2.

Em relagdo aos fibroblastos, houve um crescimento exponencial na quantidade dessas
células em todos os grupos ao longo dos tempos pos cirurgicos. No periodo de 3 dias os grupos
laser e DM + laser tiveram resultados superiores aos demais grupos e o grupo DM, em todos os
dias de acompanhamento que apresentou menores quantidades dessas células. Afim de estudar
a cicatrizacao de um enxerto de pele irradiado com terapia a laser de baixa intensidade em ratos,
Moreira et al., (2020) realizaram a aplicacdo de varias doses. Foi observado que o grupo que
aplicou 6J/cm? a cada 5 dias em um protocolo de 15 dias teve um aumento estatisticamente
maior na contagem de fibroblastos e colageno do tipo IIl, quando comparado aos demais
grupos, demonstrando uma maior atividade celular e reparo tecidual, assim como em nosso
estudo.

Bem como no estudo de Pordevic¢ et al., (2025) em que o objetivo foi avaliar os efeitos
do laser na cicatrizagao de feridas da mucosa oral em ratos com DM. Esses animais com
diabetes que foram tratados com laser tiveram uma cicatrizacao satisfatoria, evidenciando que
o laser atua de forma eficaz, trazendo beneficios ao reparo tecidual mesmo em condi¢des de
estresse metabolico. Esse estudo também refor¢a que a hiperglicemia possui influéncia no
atraso da cicatrizacdo, tendo em vista o aumento dos produtos finais da glicagdo avangada
(AGEs). O aumento dos AGEs esta associado ao atraso dessa cicatrizagdo na mucosa oral,
decorrente da menor deposicdo de colageno, resultado da producao deficiente de fibroblastos.

A contagem de vasos sanguineos demonstrou um aumento significativo no grupo laser
no periodo de 3 dias em comparagdo aos demais grupos, o que também foi observado no estudo
de Santinoni et al., (2021). Eles observaram o efeito da fotobiomodulacao na cicatrizagdo dssea
em ratos, tendo como resultado, um aumento na expressao de vasos e de VEGF no grupo em
que o laser foi utilizado, quando comparado ao grupo controle. Dessa forma, refor¢a os nossos
achados de que a atuacao da fotobiomodulagao tem potencial de promover respostas celulares
positivas para potencializar o processo de cicatrizagao.

No que se refere aos pardmetros hematologicos de todos os grupos em um contexto
geral, verificamos que os animais que foram induzidos a diabetes apresentam um aumento nas

células da imunidade inata, enquanto, ha uma menor quantidade de células da imunidade
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adaptativa, como os linfocitos. Essas alteracdes também foram observadas no estudo de
Alzoubi, Joseph, Andersson., (2017) onde eles buscavam analisar as alteracdes que a diabetes
mellitus poderia ocasionar em um modelo de tlcera em ratos. Seus resultados indicaram uma
cicatrizagdo tardia nos animais diabéticos, corroborando com os nossos achados. Tendo em
vista que, os animais do grupo controle apresentaram completa reepitelizacdo da ferida e
menores indicios de inflamagao. Diferentemente, foi visto atraso no reparo tecidual dos animais
diabéticos esteja associado ao retardo da fase inflamatoria, diminuigdo na migragdo e
proliferagao de fibroblastos e diminui¢ao da angiogénese.

Na imuno-histoquimica do TNF-a houve redugdo desse marcador no periodo de 3 dias
nos animais que receberam a fotobiomodulagdo, o que vai de encontro com os achados de
Taheri et al., (2025). Ao investigar o potencial terapéutico da fotobiomodulag@o durante a fase
inflamatéria da lesdao medular em ratos, observou que houve uma redugcdo de TNF-a nos
animais que estavam sendo tratados com laser, quando comparado aos demais grupos.
Sugerindo entdo que a fotobiomodulagdo ocasiona um efeito de modulagdo, possuindo
capacidade na regulagdo das citocinas anti e pro-inflamatorias e favorecendo a um maior reparo
tecidual.

Ao anarlisarmos os resultados da imuno-histoquimica da IL-1 observamos que no dia
7 os grupos laser, DM e DM + laser tiveram uma redu¢do nesse marcador, quando comparado
ao grupo salina. Resultado semelhante ao que Lemos et al., (2020) reproduziram em um modelo
experimental de artrite da articulagdo temporomandibular (ATM), onde avaliavam os efeitos
anti-inflamatorios de diferentes dosagens de fotobiomodulagdo. Eles tiveram como resultado
que todos os grupos que receberam laser tiveram menores concentragdes de citocinas pro-
inflamatoérias, como a IL-1f3, quando comparado ao grupo controle. Por ser um método ndo
invasivo, essa terapia tem potencial de ser amplamente utilizada, tendo em vista sua capacidade
de estimular o crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular. Apos a absor¢do da luz por
meio das células e tecidos, os processos celulares ocorrem, causando alteragdes biologicas,
ocasionando os efeitos de reducdo dos mediadores pro-inflamatorios anteriormente
mencionados.

Em relagdo a expressdo de VEGF em nosso estudo, observamos que houve redugado
desse marcador no grupo DM + laser nos dias 3, 7,14 € 28 e ao comparar com 0s demais grupos
em todos os dias de acompanhamento. Segundo Ebrahimpour-Malekshah et al., (2023) afirma
em seu estudo, que ratos induzidos a diabetes apresentaram uma reducdo da angiogénese na
etapa de proliferacdo e reducdo vascular. Em consonancia com nosso estudo, mesmo com o uso

da fotobiomodulacao nos animais diabéticos, a dose e comprimento de onda utilizados nao
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trouxeram beneficios nos parametros de formagao de novos vasos e expressao de VEGF nesses

animais.
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7 CONCLUSAO
O uso da fotobiomodula¢ao se mostrou eficaz no processo cicatricial do sitio doador
para enxerto gengival livre em todos os animais que receberam a fotobiomodulagdo, uma vez
que, houve ganho de peso, redu¢ao de células inflamatorias, aumento na proliferagao de

fibroblastos e reducdo de marcadores pro-inflamatorios como TNF-a e IL-1p.
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ANEXO A

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAD LTDA IPADE
CEMTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Unichristus

Od. Mo, 00423
Prodocolo da CELUA: D0423
Pasquisador Respanséval: DAYRIME SILVEIRA DE PAULA

Titula de Projete: INFLJERCIA DA FOTORIOMODULAGAD NO PROCESSO CICATRICIAL DO
SITIO DOADDR PARA ENXERTO GEMNGIVAL LIWRE EM RATAS INDUZIDAS A DIRBETES
MELLITUS.

Levamos ea conhecimendo da V. Sa qua a ComissSo de Etica no Uso de Animais do InsSbuto para
Desanvofvimanto da Educagdo LTDA - IPADE considarou APROVADD o projeio supmdtado na
reunido do dia 28 {vints & oio) de mango de 2023,

Diescrigio do animal utilzado:
Espécie: Rattus novergicus Fémeas Hiimang 144
Amastral:

Relatirios pancisis & finais devem sar apresantados ao CEUA/Institwio para Desenvalimenio da
Educagio LTOA - IPADE =0 f&mino do estudo, excepcionalments, o presante projeio terd o
periodn maxima vigenie estendido abé JANAR0I5.

Fortalaza, 24 de main de 2024,

[_'_:,:-i-i. .-
(Hga Vale Qliveira Machado
Coordenadora
CEUA/Instituto para Desenvolvimentc da Educagio LTDA - IPADE
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