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RESUMO

A presente pesquisa avaliou os efeitos locais e sistémicos da LLLT no
processo inicial de reparo 0sseo, ap6s a implantacdo de um parafuso PLLA-
PGA em tibias de 24 coelhos linhagem Nova Zelandia. A amostra foi dividida
aleatoriamente em 2 grupos, experimental e controle. Em cada animal, foi
implantado 1 parafuso PLLA-PGA de 5mm de comprimento por 1,5mm de
diametro em cada tibia, direita e esquerda. No grupo experimental, os
coelhos receberam aplicacdes de laser infravermelho (830nm; 4J/cm?;
100mW; 40,4 segundos), apenas ha pata direita, no pés-operatério imediato
e a cada 48 horas, até o maximo de 7 aplicagbes. O grupo controle néo foi
irradiado. Ambos foram divididos em 3 subgrupos, de acordo com o tempo
de observacgdo de 5, 15 e 30 dias, apés o qual os animais foram mortos e
submetidos a analise histolégica para avaliacdo do grau de formacdo Ossea
perimplantar. Esta foi mensurada pelo nimero de campos de aumento de
200 vezes, ao microscoOpio Otico, que apresentavam 0sso nheoformado
perimplantar. Foram comparados os resultados entre as patas direita do
grupo experimental, esquerda do grupo experimental e ambas as patas do
grupo controle, ao longo dos 3 periodos de observacdo. Os resultados da
analise quantitativa demonstraram que houve uma maior formacdo Ossea
inicial nas patas direita e esquerda do grupo experimental, quando
comparadas as amostras do grupo controle, no periodo de 5 dias. A anélise
descritiva mostrou que as trabéculas dos animais irradiados, em 5 dias,
apresentavam-se ligeiramente maiores e com maior distribuicdo. Nos demais
intervalos, ndo houve diferencas estatisticamente significativas. A LLLT, nos
padrdes utilizados, acelerou a formacgéo déssea precoce no intervalo de 5

dias.

Descritores': lasers, implante absorvivel, terapia a laser de baixa

intensidade, coelhos

! Descritores em Ciéncias da Saide (DeCS); disponivel em http://desc.bvs.br/ Acesso em 13 de dezembro de 2011.
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ABSTRACT

This study evaluated the local and systemic effects of LLLT in the initial process of
bone repair after implantation of a PLLA-PGA screw in tibia of 24 New Zealand white
rabbits. The sample was randomly divided into two groups, experimental and control.
A PLLA-PGA screw was implanted in each tibia. In the experimental group, rabbits
received applications of infrared laser (830nm, 4J/cm2, 100mW, 40.4 sec), only in
the right tibia, in the immediate postoperative period and every 48 hours up to a
maximum of 7 applications. The control group was not irradiated. Both were divided
into 3 subgroups according to the observation time of 5, 15 and 30 days, after which
the animals were killed. A histological analysis was performed to assess the degree
of peri-implant bone formation, using a quantitative parameter and qualitative
analysis. We compared the results between the right and the left tibia of the
experimental group and both tibias of the control group over the three observation
periods. The results of quantitative analysis showed greater initial bone formation in
both tibias of the experimental group compared to the control group, in 5 days. The
descriptive analysis showed that the newly formed trabeculae of the irradiated bones
were slightly larger and thicker, in 5 days. In the other intervals, there were no
statistically significant differences. The LLLT accelerated bone formation in 5 days,

exerting both local and systemic effects.

Descriptors?: lasers, absorbable implants, rabbits, laser therapy, low-level.

2 Medical Subject Headings (MeSH); disponivel em http://www.nIm.nih.gov/mesh/MBrowser.html. Acesso em 13 de

dezembro de 2011.
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1 INTRODUCAO

O interesse pela LLLT (Low Level Laser Therapy — Laserterapia de Baixa
Intensidade) como método de biomodulacdo do processo inflamatério vem
crescendo nos Uultimos anos. Suas caracteristicas de monocromaticidade e
coeréncia podem afetar o comportamento celular, sem producéo de calor. De acordo
com seu comprimento de onda e densidade de energia, é possivel ter estimulacao
ou inibicdo de atividades bioquimicas, fisiolégicas ou proliferativas em diversos
tecidos. A LLLT tem sido estudada com o objetivo de promover uma maior rapidez
no reparo 6sseo, melhor cicatrizacdo tecidual, menor desconforto e menor edema
pés-operatorios (TAKEDA, 1988; BELKIN e SCHWARTZ, 1989; WEBER et al., 2006;

FREDDO et al., 2009; RODRIGO et al., 2009).

Na literatura, ha uma grande variedade de estudos in vitro, in vivo, em modelo
animal e humano, sobre os efeitos da LLLT nos mecanismos de reparo 0sseo.
Dentre as reacdes teciduais biomoduladas pela irradiacdo a laser, citam-se um
aumento da proliferacdo celular, aumento da atividade dos osteoblastos, da
vascularizacdo e da formacdo Ossea, maior deposicdo de colageno, além de
propriedades analgésicas e anti-inflamatérias, acelerando o inicio do processo
cicatricial. (LUGER, 1998; WEBER et al.,, 2006; PINHEIRO e GERBI, 2006;

CERQUEIRA et al., 2007; LIU et al., 2007; FREEDO et al., 2009).

Muitos destes estudos utilizaram o laser diodo de arseneto de galio e
aluminio, (Al)GaAs, com resultados efetivos em varias situacdes que envolvem
reparo 0sseo. Seus efeitos biomoduladores positivos foram demonstrados em areas

de fraturas (LIU et al., 2007; SHAKOURI et al., 2010), em defeitos 0sseos in vitro
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(GUZZARDELLA et al., 2002), defeitos 6sseos in vivo, (SILVA JUNIOR et al., 2002;
AKYOL e GUNGORMUS, 2010), defeitos periodontais (ABOELSAAD et al., 2009),
em areas de enxerto (GERBI et al., 2005; WEBER et al., 2006), areas de distracédo
osteogénica (HUBLER et al. 2010) e na osseointegracdo de implantes (CAMPANHA
et al., 2010). O seu comprimento de onda infravermelho lhe confere uma maior
capacidade de penetracao nos tecidos biolégicos, permitindo alcancar e agir sobre o
osso subjacente (SILVA JUNIOR, et al., 2002; PINHEIRO e GERBI, 2006;

CAMPANHA et al., 2010; SHAKOURI et al., 2010).

Embora haja muitas pesquisas avaliando os efeitos locais da LLLT no
processo de reparo 0sseo, suas acOes biomoduladoras em éareas tratadas com
parafusos bioabsorviveis foram pouco relatadas. Além disso, os possiveis efeitos

sistémicos desta irradiagdo sdo escassos na literatura.

Nos Uultimos anos, os implantes bioabsorviveis tém ganhado bastante
aceitacdo como dispositivos de fixacdo esquelética, representando uma alternativa
as fixacbes metalicas. Trata-se de materiais aloplasticos, compostos por homo ou
copolimeros, cujos principais componentes sdo o acido poliglicélico (PGA), o acido
polilatico (PLA) e o polidioxano (PDS) (SUURONEN et al., 1998, HOCHULI-VIEIRA
et al., 2005; ). Sua indicacdo mais comum na cirurgia ortopédica e bucomaxilofacial
€ a fixacdo Ossea, como em casos de fraturas e também em movimentos

esqueléticos eletivos (EDWARDS et al., 2001).

Introduzidas no mercado em 1996, as placas e parafusos compostos por 82%

de &cido poli-L-latico (PLLA) e 18% de &cido poliglicélico (PGA) possuem
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caracteristicas quimicas e fisicas que as classificam como biocompativeis. Porém,
alguns relatos tém apresentado reacOes de corpo estranho aos biomateriais
compostos por PLLA-PGA. Estas reacdes sdo associadas a presenca de grande
quantidade de PLLA na férmula dos bioimplantes. Em contrapartida, formulacfes
anteriores, contendo menor quantidade de PLLA apresentaram uma menor
resisténcia do material a tracdo e uma maior taxa de reabsor¢cdo (BERGSMA et al.,

1993; SUURONEN et al., 2001; FERRETTI, 2008; THIELLI et al., 2008).

Desde a introduc¢éo dos implantes bioabsorviveis no mercado, varios sistemas
de placas e parafusos estdo disponiveis para 0 uso em cirurgia e traumatologia
bucomaxilofacial. Apesar de transcorridos mais de 15 anos desde o inicio da
utilizacdo destes materiais, seu comportamento biolégico durante a bioabsor¢cdo, em

contato com tecido 6sseo, ainda é discutido.

Assim, o presente trabalho se propde a avaliar os possiveis efeitos locais e
sistémicos da LLLT no processo inicial de reparo 60sseo em &reas adjacentes a

parafusos PLLA-PGA.



Revista de literatura
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2 REVISTA DE LITERATURA

2.1LLLT — Low-Level Laser Therapy

A palavra LASER é um acrénimo de Ligth Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (amplificacdo da luz por emissao estimulada de radiacao).
Trata-se de um tipo especial luz, monocromética, com coeréncia e
unidirecionalidade, capaz de transferir uma alta densidade de energia aos tecidos,
concentrada em pequenos pontos, permitindo o seu emprego em diagndsticos e
terapias nas mais diversas areas. (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; GENOVESE,

2007).

A monocromaticidade € uma propriedade do laser que significa que seus
fétons, particulas de carga luminosa, possuem o0 mesmo comprimento de onda. De
forma simplista, trata-se de uma luz pura. A coeréncia, outra caracteristica do laser,
refere-se ao fato de que as cristas e os vales das trajetérias em forma de onda de
seus fotons coincidem em termos de direcdo, amplitude, comprimento e fase. Em
outras palavras, suas ondas sao alinhadas, sincronizadas, propagando-se na
mesma direcdo. Por fim, o laser é uma luz unidirecional, com feixe de fotons
paralelos. A divergéncia angular € muito pequena, permitindo concentrar toda a
energia do laser em um ponto focal, obtendo-se uma maior densidade de energia

(ALMEIDA-LOPES, 2003; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; GENOVESE, 2007).

Portanto, o laser € uma forma de radiacdo nao ionizante, concentrada, que,

em contato com os tecidos biolégicos, produz efeitos fototérmicos, fotoquimicos e
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fotofisicos, dependentes do seu comprimento de onda e da sua densidade
energética. Quando a densidade de energia oferecida aos tecidos é baixa, mas
suficiente para que a célula alvo utilize essa energia, de forma a estimular sua
membrana ou suas mitocéndrias, o laser é classificado como de baixa poténcia ou
intensidade (LLLT), capaz de induzir as células a biomodulacdo, ou seja,
favorecendo a recuperacdo do estado normal dos tecidos afetados (ALMEIDA-

LOPES, 2003, GENOVESE, 2007; ANGELETTI et al., 2010).

O laser utilizado em aplicacdes clinicas com finalidade biomoduladora possui
comprimento de onda que varia, no espectro de radiacdes eletromagnéticas, entre
600 e 1000nm, na faixa de luz visivel e infravermelho préximo. A poténcia é inferior a
1W , a densidade de poténcia ou irradiancia média situa-se entre 0,01 e 100mW,
enquanto a densidade de energia, ou fluéncia, entre 0,1 e 10J/cm?®. Dentro dessas
caracteristicas, apresenta potencial para biomodular positivamente eventos
celulares, favorecendo o processo de reparo tecidual (ALMEIDA-LOPES, 2003;

BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; ANGELETTI et al., 2010).

A cicatrizacdo de feridas e o reparo tecidual sdo processos complexos que
envolvem eventos dinamicos como a coagulacéo, inflamacé&o, granulagcéo, contracao
da ferida e reparo tecidual (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Atualmente, muitos

estudos tém defendido o uso da LLLT na biomodulacdo destes eventos celulares.

Em 1989, Karu afirmou que a LLLT favorece a reparacdo tecidual,
melhorando a regeneracdo e a cicatrizacdo de tecidos, através da estimulacédo da

proliferacao celular e da sintese do colageno, da aceleracdo na formacéao de tecidos
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de granulacéo e do aumento da sintese de ATP. Entretanto, os efeitos da LLLT sdo
ainda controversos, uma vez que ha pesquisas que indicam efeitos estimulatérios e

outras que mostram efeitos inibitorios do laser nas culturas celulares.

Os efeitos da LLLT no reparo 6sseo da tibia de ratos, apés a criacdo de um
defeito de 1,6mm de diametro, foram avaliados por Barushka et al. (1995). Ao todo,
292 ratos foram operados, sendo que o grupo experimental recebeu laser He-Ne
(632nm; 6,0mW; 31J/cm?; 2,3 minutos) no 5° e 6° dias apés a cirurgia, e o controle
recebeu luz vermelha (660nm, 0,4J/cm?). Os periodos de observacéo foram de 9,
10, 11, 12 e 15 dias, apds os quais o tecido da regido do defeito foi coletado e
submetido a métodos para avaliagcdo bioguimica da atividade da fosfatase alcalina e
da fosfatase &cida resistente ao tartarato. A tibia de 3 ratos irradiados, de cada
tempo de observacéo, foi dissecada para avaliacdo quantitativa histomorfométrica.
Esta analise também foi conduzida em 6 tibias de ratos do grupo controle, em cada
intervalo de tempo de 0, 10, 13, 15 dias ap6s a cirurgia. Houve um aumento
significativo da atividade da fosfatase alcalina, no grupo experimental, ao 10° dia (2,2
vezes), em relacdo ao grupo controle. A fosfatase acida resistente ao tartarato
diminuiu de forma significativa no grupo laser, nos dias 11 e 12, comparada com o
grupo controle. Tais achados, segundo os autores, demonstraram a agédo da LLLT
alterando as populacdes de osteoblastos e osteoclastos e, assim, acelerando a
neoformacéo 6ssea. A analise histomorfométrica revelou que o preenchimento do
defeito com osso compacto neoformado ocorreu de forma mais rapida no grupo com
laser. Além disso, a reducdo gradual na fracdo de volume de osso trabecular foi
mais rapida também no grupo laser. Portanto, houve um acumulo mais rapido de

0sso neoformado no defeito de ratos submetidos a LLLT.
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Luger et al. (1998) avaliaram os efeitos da laserterapia na cicatrizagao de
fraturas 6sseas, por meio de métodos biomecéanicos. Esse estudo envolveu 2 grupos
com 25 ratos Wistar cada. Em todos os animais, foi criada uma fratura 6ssea na tibia
direita, fixada com fio de Kirschner de 1mm de diametro. O grupo experimental
recebeu irradiacdo com laser de Hélio-Nebdnio (He-Ne, 632,8nm, 35mW), aplicados
transcutaneamente, por 30 minutos, em trés pontos de 10 minutos cada,
diariamente, por 14 dias. O segundo grupo serviu como controle, sem receber
irradiacdo. Apos 4 semanas, a tibia foi removida e submetida a testes de tenséo até
a fratura. Os resultados mostraram que, no grupo irradiado, a carga maxima de
fratura foi significativamente maior e a area do calo 6sseo formado foi menor. A
rigidez estrutural também foi superior nas amostras do grupo irradiado. Os autores

concluiram que a LLLT desempenha um importante papel no reparo 6sseo em ratos.

Outro estudo investigou os efeitos do laser (Al)GaAs (830nm, 500mW), de
modo pulsado, na formacdo Ossea, usando culturas de células osteogénicas
derivadas da calvaria de fetos de ratos (OZAWA et al., 1998). O periodo de
irradiac&o das culturas variou entre o 1° e o 16° dia apds & subcultura (3,82J/cm? por
10 minutos, diariamente), e o acompanhamento ocorreu até o 21° dia. Foram
avaliadas a proliferacdo celular, a formacdo de nédulos 6sseos, a atividade da
fosfatase alcalina e a expressdo génica da osteocalcina, comparando grupos
irradiados com grupos controles, sem laser. Quando a irradiacao foi feita no dia 1,
houve uma significativa estimulacéo da proliferacdo celular nos dias 6 e 9. Quando a
irradiacao foi feita apos o 1° dia, ndo ocorreram diferencas na proliferacdo celular.

Considerando a formacao de nddulos 6sseos, nas culturas irradiadas até o 13° dia,
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uma maior formacéo Ossea foi encontrada, com diferencas significativas, quando
comparadas as culturas controles. Além disso, a area média dos ndédulos Gsseos
nas placas de cultura, irradiadas até o 6° dia, foi significativamente maior. As
culturas irradiadas no dia 1 apresentaram um aumento significativo na atividade da
fosfatase alcalina e da expressédo da osteocalcina. Assim, o laser, em fases iniciais
da cultura celular, promoveu aumento da proliferacédo celular, da formacao 0ssea, da
atividade da fosfatase alcalina e da osteocalcina. Os autores concluiram que o laser
desempenhou 2 papeis principais na estimulacédo da formacéo 6ssea. O primeiro, na
estimulacdo da proliferacao celular, especialmente células formadoras de ndédulos
0sseos, da linhagem dos osteoblastos. O segundo, na estimulacdo da diferenciacédo
celular, resultando no aumento do numero de osteoblastos diferenciados e no

aumento da formacéo 6ssea.

Ja Guzzardella et al. (2002) conduziram um estudo in vitro para avaliarem o
papel da LLLT em defeitos 6sseos. O estudo incluiu 12 fémures de ratos, nos quais
se criou um defeito 6sseo na epifise distal, mantendo-os, entdo, em um meio de
cultura BGJb (meio de Biggers, Gwatkin e Judath, modificado por Fitton-Jackson)
por 21 dias. Os autores monitoraram niveis de fosfatase alcalina / proteinas totais,
calcio e 6xido nitrico, através da andlise do sobrenadante, em 4, 14 e 21 dias, além
de determinarem a porcentagem de tecido reparado, com analise histomorfométrica.
O grupo experimental teve 6 pecas, recebendo aplicacbes do laser (Al)GaAs
(780nm; 300J/cm? 1 W, ;300 Hz, modo pulséatil, por 10 minutos), iniciadas no dia
seguinte ao preparo, por 10 dias. O grupo controle ndo recebeu laser. Os resultados
mostraram que os niveis de fosfatase alcalina/ proteinas totais e oxido nitrico foram

maiores no meio de cultura do grupo irradiado, com diferencas estatisticamente
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significativas. Ja os ions calcio tiveram um acumulo progressivo no meio de cultura
do grupo controle, ao passo que no grupo irradiado, houve diminuicéo significativa
em 21 dias, o que poderia ser explicado pela mineralizagdo maior deste grupo. A
analise histomorfométrica revelou um reparo mais acelerado nas amostras do grupo
laser. Os autores concluiram que a LLLT desempenhou um papel positivo no reparo

dos defeitos 6sseos criados.

A quantidade de osso neoformado em ratos irradiados com laser foi avaliada,
através de histomorfometria, por Silva Junior et al. (2002). A pesquisa incluiu 40
ratos Wistar, divididos em 4 grupos e submetidos a um procedimento cirargico para
criar um defeito 6sseo no fémur direito. Apds 48 horas, os grupos A e C receberam
aplicac6es de laser com 830nm, 40mW e 4,8J/cm? por sess&o, 3 vezes por semana.
O grupo A recebeu 12 sessdes (D.E total=57,6J/cm?), com acompanhamento de 28
dias. Os animais do grupo C receberam 3 sessdes (D.E total=14,4J/cm?),
acompanhados por 7 dias. Os grupos B e D foram grupos controles de 28 e 7 dias,
respectivamente. Apds a morte, a area do defeito foi removida, preparada
histologicamente e analisada com um software préprio para morfometria. Os
resultados mostraram diferencas estatisticamente significantes, com relacdo a
guantidade de osso neoformado, entre os grupos C e D. Em 7 dias, 0 grupo
irradiado obteve valores bem superiores aos do grupo controle. Em 28 dias, nao
houve diferencas significativas. Segundo os autores, o laser aumentou a formacao

0ssea, nas fases iniciais do reparo 4sseo.

O estudo de Otremski et al. (2004) ndo mostrou efeitos benéficos com a LLLT

na cicatrizacao de fratura de tibia em pintos. Os autores usaram 120 aves, operadas
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no 21° dia de vida. Criou-se uma fratura na metade da tibia direita, a qual foi fixada
com fio de Kirschner. O grupo experimental continha 90 animais, 0os quais
receberam laser He-Ne (A=632,8nm; modo continuo, por 5 minutos), comeg¢ando no
dia seguinte a cirurgia e, diariamente, por sete dias. Em 30 destes, a densidade de
energia (D.E) diaria foi de 0,7J/cm? em 30, a D.E diaria foi de 1,5J/cm? e nos 30
restantes, a D.E foi de 3J/cm?. 30 animais formaram o grupo controle, sem laser. Em
cada grupo, os periodos de observacao foram de 8, 15 e 23 dias. Apés a morte, a
tibia foi removida e submetida a avaliagdes radiografica, histoldégica e biomecanica.
Radiograficamente, ndo houve diferencas significativas com relacdo ao tamanho e a
densidade do calo 6sseo. O padrao histologico, nas fases iniciais, foi similar em
ambos 0s grupos, com uma combinacdo de calo fibroso e cartilaginoso. Nos
intervalos de 23 e 30 dias, houve um discreto atraso na reparacdo do grupo
experimental. Quanto aos aspectos biomecéanicos, ndo houve diferencas
significativas nos calos analisados, em testes de rigidez, torque maximo e grau de
deformacdo de tor¢do. Os autores concluiram que o tipo e a intensidade do laser
usado ndo demonstraram efeitos positivos no reparo de fraturas na tibia, em animais

saudaveis.

Os efeitos do laser de baixa intensidade no reparo de defeitos dsseos que
receberam biomateriais também foram avaliados. Gerbi et al. (2005) investigaram
histologicamente a acéo do (Al)GaAs (830nm; 40mW:; 16J/cm? por sess&o, D.E total
de 112J/cm? em é&reas que receberam osso bovino liofilizado, associado ou ndo a
uma membrana bioabsorvivel. O estudo em modelo animal incluiu 42 ratos, em cujo
fémur direito realizou-se um defeito 6sseo. No grupo 1, controle, o defeito ndo foi

preenchido. Nos grupos 2 a 5, o defeito foi preenchido com 0sso orgéanico bovino.



33

Nos grupos 4 e 5, o defeito preenchido foi coberto com uma membrana
bioabsorvivel. O laser foi realizado nos grupos 3 e 5, em 7 sessfes, a cada 48
horas, em 4 pontos ao redor do defeito. Os periodos de observacédo foram de 15, 21
e 30 dias, quando entdo as pecas foram preparadas para analise histologica. Os
autores observaram que nos grupos irradiados houve uma maior quantidade de
deposicao de fibras coldgenas nas fases iniciais do reparo 6sseo (15 dias). Estas se
apresentavam melhor distribuidas e mais bem organizadas na érea do defeito. No
periodo de 30 dias, uma maior quantidade de osso trabecular bem organizado foi
observada nos grupos irradiados, comparados aos controles. Assim, a LLLT foi
capaz de promover uma biomodulagdo positiva no reparo O0sseo das areas

preenchidas com osso bovino organico, com ou sem membrana bioabsorvivel.

A acdo da LLLT no reparo de defeitos 6sseos de fémures de ratos tratados
com enxertos autdgenos foi avaliada por Weber et al. (2006). Utilizou-se o laser
infravermelho (A=830nm, modo continuo, P=50mW, D.E.=10J/cm? por sess&o),
aplicado no periodo trans-operatério e, a cada 2 dias, nos 15 dias seguintes. O
estudo incluiu 60 ratos Wistar, aleatoriamente divididos em 4 grupos. O grupo 1,
controle, ndo recebeu laser. No trans-operatorio, 0 grupo 2 recebeu laser apenas no
leito cirdrgico. O grupo 3 apenas no enxerto removido e o grupo 4 recebeu irradiacéao
tanto no leito cirdrgico quanto no enxerto. Os animais foram acompanhados por
periodos de 15, 21 e 30 dias. Na andlise histologica, observou-se que a
remodelacdo 0ssea foi mais evidente, qualitativa e quantitativamente, nos grupos 2 e
4, que receberam o laser no leito cirdrgico, no trans-operatério. Os autores
argumentaram que a irradiacdo do leito cirdrgico pode estimular diretamente células

imaturas da medula éssea, tornando seu efeito biomodulador mais evidente. Por fim,
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concluiram que a LLLT, empregada nos parametros deste trabalho, demonstrou ter
um efeito biomodulador positivo na cicatrizacdo de defeitos 6sseos com enxertos
autogenos. Ademais, tais efeitos tornam-se mais pronunciados quando a irradiacéo

é feita diretamente no leito cirdrgico, no trans-operatorio.

Pinheiro e Gerbi (2006) afirmaram que inumeros trabalhos demonstraram
resultados positivos sobre a capacidade da LLLT em promover a bioestimulagdo no
processo de reparo 6sseo. Segundo os autores, os efeitos do laser de baixa
intensidade foram associados a uma maior taxa de formacgéo 6ssea, de proliferacéo
e diferenciagé@o celular, aumento do niumero de osteoblastos, aumento na atividade
da fosfatase alcalina, na vascularizacdo e na concentracéo de calcio e fosforo, maior
deposicao de colageno, além de acelerar a deposicdo da matriz 6ssea. Os efeitos
positivos sdo mais proeminentes quando o laser é aplicado nas fases iniciais do
processo de reparo 0sseo, momento em que ocorre a proliferacdo celular. Nesta
fase, a proliferacdo de osteoblastos e a diferenciacdo de células mesenquimais séo
estimuladas pela irradiacdo a laser. Tal irradiacdo promove um aumento nos niveis
de fatores de crescimento, os quais estimulariam a diferenciacdo e proliferacédo

celulares, a secrecdo e a maturacdo da matriz 6ssea.

Segundo Genovese (2007), a laserterapia apresenta como efeito direto uma
acao na resposta inflamatéria em sua fase inicial, atuando sobre a microcirculagéo,

podendo estimular a neoformagéo celular na fase de reparo regenerativo.

Cerqueira et al. (2007) avaliaram o uso do laser diodo (Al)AsGa (830nm) em

mandibulas de ovelhas submetidas a distracdo osteogénica. Os resultados
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mostraram que 0s grupos submetidos a laserterapia apresentaram maior disposicao

de trabéculas 6sseas mineralizada do que o grupo controle.

Liu et al. (2007) desenvolveram um estudo para demonstrar os efeitos
biolégicos da LLLT no reparo de fraturas tibiais em coelhos, por meio de avaliacdes
radiografica, histolégica e da densidade 6ssea. Foram incluidos 14 coelhos, sendo 7
no grupo controle, apenas com simulacao de irradiacdo, sem laser, e 7 no grupo
experimental (A=830nm, modo continuo, P=200mW, D.E total=40J/cm?). Todos os
animais foram submetidos a uma fratura na parte média da diéfise tibial esquerda,
estabilizada com um fixador externo, e acompanhados por 4 semanas. Nesse
periodo, radiografias laterais e caudo-craniais foram realizadas a cada semana.
Radiograficamente ndo houve diferencas significativas entre os grupos, com relacdo
a espessura do calo formado ao redor da fratura. Porém, na 32 e 42 semana,
percebeu-se uma reducdo da diastase entre os fragmentos fraturados e uma maior
formacdo 6ssea intramedular no grupo com laser. Com relacdo a densidade 6ssea,
medida por microtomografia computadorizada (Micro-CT Scanner), as fraturas
irradiadas apresentaram melhor remodelacédo 6ssea que aquelas do grupo controle,
com significAncia estatistica. Na analise histologica, ao final das 4 semanas, as
fraturas do grupo experimental apresentavam menos fibrocartilagem e um aumento
da estrutura trabecular, comparado ao grupo controle. Os autores concluiram que a
LLLT pode acelerar o processo de reparo 0sseo, estimulando o crescimento 6sseo e

0 aumento na densidade 6ssea, especialmente em estagios precoces do reparo.

Um trabalho realizado por Blaya et al. (2008) avaliou histologicamente o efeito

da laserterapia (830nm e 650nm) no reparo 0sseo de cavidades feitas em fémures



36

de ratos. Comparando-se os grupos irradiados com o grupo controle (sem aplicacao
de laser), o estudo mostrou que a laserterapia, tanto com laser infravermelho quanto
com laser vermelho, facilita o reparo 0sseo, acelerando o processo regenerativo
primario, melhorando a qualidade da estrutura éssea e produzindo um 0SS0 mais

compacto do que no grupo controle.

Freddo et al. (2009) avaliaram os efeitos da LLLT, utilizando laser vermelho
(fosfeto de indio-galio-aluminio - AlGalnP, 685nm, 35mW, 10 J/cm?) e infravermelho
(A)GaAs (830nm, 50mw, 10 J/cm?), na fotobiomodulacdo dos tecidos ao redor de
fémures de ratos Wistar, apds a implantacdo de uma placa bioabsorvivel de PLLA-
PGA (LactoSorb®). Os autores analisaram aspectos relacionados as respostas
inflamatérias e ao padrdo de reparacdo tecidual, comparando um grupo controle,
sem laser, com dois grupos experimentais, um recebendo o laser vermelho e o
outro, infravermelho. Os periodos de observacédo foram de 3, 7, 15 e 21 dias em
cada um dos 3 grupos, os quais foram, entdo, avaliados histologicamente. O estudo
mostrou que nos estégios iniciais, de 3 e 7 dias, tanto o laser vermelho quanto o
infravermelho tiveram efeito fotobiomodulador positivo, demonstrando um padrao
histolégico mais avancado que o do grupo controle, com estimulo a vascularizagéo,
proliferacdo de fibroblastos e deposicdo de colageno. Em 21 dias, o grupo que
recebeu o laser vermelho apresentou um aumento do tecido de granulacdo, em
comparac¢ao com 0s outros grupos, sugerindo que esse tipo de laser pode retardar o

processo de reparo tecidual.

Os efeitos da LLLT no processo de reparo 6sseo também foram investigados

na regeneracdo de defeitos 6sseos periodontais. O estudo de AboElsaad et al.
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(2009) avaliou clinica e radiograficamente a influéncia do laser (Al)GaAs (A=830nm,
P=40mW, D.E=4J/cm? com D.E total de 16J/cm?® na cicatrizacdo de defeitos
infra0sseos, preenchidos com vidro bioativo. Foram incluidos 20 pacientes com
doenca periodontal cronica, apresentando perda de suporte periodontal moderada a
avancada e defeito infradsseo bilateral. Assim, 40 defeitos foram avaliados. Em cada
paciente, um defeito 6sseo recebeu enxerto com vidro bioativo e aplicacdo de laser,
enquanto no outro lado apenas o enxerto foi utilizado, como grupo controle.
Percebe-se, pois, que os grupos experimental e controle foram selecionados em um
mesmo paciente. O laser foi aplicado durante a cirurgia e nos dias 3, 5 e 7 ap6s o
procedimento. A avaliagdo clinica constou de medicdo da profundidade de
sondagem e da perda de insercdo, enquanto a avaliacdo radiografica foi conduzida
com radiografias periapicais padronizadas. Em ambos os grupos, foi constatada
reducdo dos parametros de profundidade de sondagem e perda de inserc&o, nos
intervalos de 3 e 6 meses. O grupo laser apresentou niveis menores que 0 grupo
controle em 3 meses, com diferenca estatisticamente significativa.
Radiograficamente, houve uma diminuicdo do defeito infradsseo e um aumento da
area de osso preenchendo o defeito. O grupo laser apresentou um maior
preenchimento e um defeito menor, quando comparado ao controle, em 3 meses,
sendo tal fato estatisticamente significativo. Os autores concluiram que a LLLT teve
efichcia nas fases iniciais do reparo, acelerando a regeneracdo de defeitos
infraésseos, melhorando a qualidade da recuperacdo e diminuindo o tempo de

tratamento.

Os efeitos da biomodulacdo no reparo de defeitos ésseos em ratos diabéticos

foram investigados por Akyol e Giuingérmus (2010). Neste trabalho, foram incluidos



38

14 ratos diabéticos, induzidos quimicamente, e 14 ratos sadios, estes como grupo
controle (grupo 1). Nos ratos diabéticos, criou-se um defeito 6sseo na epifise distal
de cada fémur. No defeito do lado direito (grupo 3), foi aplicado radiacéo laser
[(A)Ga-As; .=808nm; modo continuo, P=0,1/cm?; a cada 2 dias, por 5 sessdes, com
D.E total de 10J/cm?). O defeito do lado esquerdo (grupo 2) n&o foi irradiado. No
grupo controle, o defeito foi realizado na pata esquerda. Os animais foram mortos
em 10 e 20 dias apods a cirurgia. Os autores observaram uma formacdo mais
precoce e ativa de 0SSO eSponjoso no grupo controle e no grupo 3, que recebeu
laser, quando comparados com o grupo 2, no 10° dia. No 20° dia, foi observada uma
unido osteocondral maior no grupo 3, o qual também apresentou um maior escore
histologico, quando comparado aos demais grupos. O estudo concluiu que a LLLT,
com os parametros empregados, tem um efeito benéfico no 0sso esponjoso, em

reparos 0sseos de animais diabéticos.

Hubler et al. (2010) avaliaram a composi¢cao quimica, a estrutura cristalina e a
cristalinidade do osso em éarea de distracdo osteogénica (DO) em coelhos. Os
métodos de analise foram a espectroscopia por fluorescéncia de raios X (XRF) e
espectroscopia por difracdo de raios X (XRD). Foram avaliados 4 coelhos, sendo os
coelhos 1 e 2 submetidos a DO, e os coelhos 3 e 4 sem DO. A DO foi realizada apo6s
um periodo de laténcia de 3 dias, com ativacao diaria de 0,7 mm, por 7 dias, seguido
por um periodo de consolidacdo de 10 dias. A LLLT, com (Al)GaAs (830nm, 40mW,
10J/cm? a cada 48 horas, D.E total de 50J/cm?), foi realizada nos coelhos 1 e 3. A
andlise pela XRF mostrou que a relacdo de calcio e fosforo nos coelhos 3 e 4
manteve-se constante. No coelho 2, com DO sem laser, houve maior flutuacéo da

composicdo da matriz 6ssea, na area de DO, o que evidencia uma fase ainda
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imatura da osteogénese. Ja no coelho 1, houve uma maior homogeneidade da
composi¢éo da matriz, indicando uma maior mineralizagdo. A estrutura cristalina das
amostras foi similar, enquanto a cristalinidade foi superior no coelho 1, quando
comparado ao 2. Os autores concluiram que a LLLT teve um efeito positivo na

biomodula¢gdo do osso neoformado.

Campanha et al. (2010) avaliaram os efeitos da LLLT no torque de remocéo
de implantes com estabilidade primaria baixa, instalados em tibias de coelhos. Nesta
pesquisa foram usados 30 coelhos, os quais receberam um implante no osso tibial.
O implante foi instalado de forma a manter uma estabilidade inicial pobre. O grupo
controle nao foi irradiado. O grupo experimental recebeu laser infravermelho
(A=830nm, D.E=21,5J/cm? P=10mW, 51 segundos, em modo continuo)
imediatamente apos a cirurgia e mantido por 7 dias, a cada 48 horas. Os animais
foram mortos em 15, 30 e 45 dias, as tibias foram removidas e os implantes
submetidos a um contra-torque com um torquimetro digital. Os resultados mostraram
gue os valores do torque de remocdo, nas amostras do grupo laser, foram
significativamente maiores que os do grupo controle, nos intervalos de 15 e 30 dias.
Em 45 dias, ndo houve diferencas estatisticamente significativas. Os autores
concluiram que o laser usado promoveu a osseointegracdo em implantes com baixa

estabilidade inicial, nas fases iniciais do reparo ésseo.

Shakoury et al. (2010) analisaram os efeitos da LLLT no reparo ésseo de
fraturas em tibias de coelhos. O estudo avaliou 28 coelhos, os quais foram
submetidos a osteotomia da tibia direita, simulando uma fratura, estabilizada com

um fixador externo. Os coelhos foram divididos em 2 grupos, sendo 0 grupo
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experimental exposto a irradiacédo com laser [(Al)Ga-As, A=780nm, 4Jcm?, 5 min/dia)
na area operada, iniciando no 4° dia apés a cirurgia, durante 4 semanas. O grupo
controle passou por uma simulacdo de irradiacdo, sem laser. Os animais foram
acompanhados por 12 semanas. Nesse periodo, realizaram-se exames de
tomografia computadorizada (TC) na 28, 52 e 82 semana, para avaliar a formacéo e a
densidade 6ssea do calo. Apds a 122 semana, 0s animais foram mortos e as tibias
submetidas a testes biomecéanicos. A densidade Ossea das fraturas tratadas com
laser foi bem superior aguelas do grupo controle, nos intervalos avaliados, com
resultados estatisticamente significativos. No entanto, quando se avaliaram aspectos
biomecanicos, pbde-se perceber que a resisténcia a tensdo nas fraturas do grupo
controle foi bem superior as fraturas tratadas com laser. Os autores concluiram que
a LLLT facilita o reparo 6sseo de fraturas, nas fases iniciais do processo, porém com
enfraquecimento de suas propriedades biomecanicas. Assim, o laser poderia ser

usado em casos de nao-uniao 6ssea, mas nao em casos convencionais.

2.2 Efeitos Sistémicos daLLLT

Um aspecto importante, no que tange a acdo do laser de baixa poténcia,
refere-se aos seus possiveis efeitos sistémicos, isto é, aqueles manifestados a
distancia do local de aplicagdo. Embora a maioria dos estudos com a LLLT
concentre atencdes nos efeitos locais, algumas pesquisas também avaliaram os

possiveis efeitos sistémicos.

Rochkind et al. (1989) investigaram os efeitos sistémicos da LLLT na

reparacdo de feridas, queimaduras cutaneas e de lesdes nos sistemas nervosos
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periférico e central de ratos. Os animais, 0s quais apresentavam feridas cutaneas
bilaterais, foram irradiados com laser He-Ne (632,8nm, 16mW e diferentes
densidades de energia) por um periodo de 21 dias, somente no lado direito. Os
autores observaram melhora no reparo de ambas as feridas do grupo experimental,
guando comparadas com 0 grupo controle, ndo irradiado. Resultados similares
foram obtidos em queimaduras bilaterais: a irradiacdo em uma das lesdes também
causou uma aceleragdo da cicatrizacao no sitio ndo-irradiado. No entanto, em todos
os ratos do grupo controle ocorreu necrose avancada na perna e gangrena bilateral.
A irradiacdo em lesBes por compressdo do nervo ciatico, no lado direito de um
animal com lesao bilateral, aumentou significativamente o potencial de ag¢do na
perna esquerda ndao-irradiada. A analise estatistica mostrou uma diferenca
significativamente maior no grupo tratado com laser, em relacdo ao grupo controle,
ndo irradiado. Por fim, o efeito sistémico foi observado em segmentos da medula
espinhal, correspondendo aos nervos ciaticos lesados. A degeneracdo retrograda
bilateral dos neurénios motores da medula espinhal, esperada apés a lesao bilateral
dos nervos periféricos, foi significativamente reduzida no grupo que recebeu laser.
Os autores concluiram que o laser He-Ne exerceu um efeito sistémico evidente na
pele, nos tecidos adjacentes, nos nervos periféricos severamente lesados e nas
regides correspondentes da medula espinhal. Tais efeitos persistiram por longo

periodo apds a aplicacéo do laser.

Em 1989, Mester e Mester relataram o efeito sistémico da LLLT ao irradiar
feridas provocadas por queimaduras in vivo. Os animais do grupo experimental
receberam irradiacdo a laser em apenas uma das duas feridas contralaterais

provocadas; o grupo controle ndo recebeu laserterapia. As feridas do grupo
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experimental apresentaram padrdo similar de reparacdo, mas em um periodo de

tempo menor do que as do grupo controle.

Ja Hall et al. (1994) concluiram que a irradiacdo a laser, nos moldes
empregados, ndo exerceu influéncia no processo de reparo de feridas. Nesse
estudo, também em ratos, foram criadas feridas padronizadas bilateralmente na
porcdo caudal desses espécimes. Os animais foram divididos em dois grupos, com
19 exemplares em cada um. O grupo A foi irradiado com laser em um lado, sendo o
lado oposto o controle para avaliacdo de possiveis efeitos sistémicos. O grupo B
recebeu uma irradiagcao placebo (luz convencional) em um dos lados. No outro, ndo
foi feito nenhum tratamento. A frequéncia utilizada foi de 500Hz e a poténcia, de
1mW. A aplicagao foi feita perpendicularmente, a uma distancia de 2mm do alvo. A
dose diéria foi de 0,2J/cm2 e o periodo de observacao total, de 21 dias. Dois animais
de cada grupo foram mortos a cada dois dias, a partir do terceiro dia do
experimento. Ndo houve diferencas clinicas ou histolégicas, durante o periodo

observado, entre os grupos.

Schindl et al. (2002) avaliaram os efeitos sistémicos da LLLT na circulacao
sanguinea da pele, em pacientes diabéticos com microangiopatia. Nesse estudo,
foram incluidos 30 pacientes com diabetes, os quais apresentavam temperatura da
regido do dorso do pé diminuida e niveis de hemoglobina glicada maiores que 6%.
Os individuos foram divididos aleatoriamente em 2 grupos. O grupo experimental
recebeu uma irradiacdo Unica, de modo continuo, com laser He-Ne (A=632,8nm,
P=30mW, D.E 30J/cm?, 50 minutos) em um dos pés, sendo o outro n&o irradiado. O

grupo controle foi submetido a uma simulagao de irradiagcdo, com o aparelho
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desligado. Durante a pesquisa, 0S pacientes permaneceram em pOoSiCao supina,
apos 30 minutos de repouso e a temperatura ambiente foi mantida em 24 graus. Os
efeitos na microcirculacdo foram medidos através de variacBes na temperatura do
dorso do pé, captadas por termografia infravermelha em ambos os pés. As medidas
ocorreram no inicio da irradiacdo, em 20 minutos, 50 minutos e apds 15 minutos do
término. Houve um aumento da temperatura média do dorso dos pés dos pacientes
tratados com laser, nos intervalos medidos. Esse aumento foi observado tanto no pé
irradiado, quanto no contralateral. O aumento da temperatura da pele comecou mais
precocemente no pé irradiado, embora niveis similares tenham sido atingidos em
ambos os pés ao final das medi¢ées. Em contrapartida, no grupo controle, ocorreu
uma ligeira queda da temperatura ao longo dos intervalos avaliados. Os gréaficos de
variagdo média das temperaturas mostraram diferencas significativas entre os 2
grupos, com aumento no grupo irradiado e reducdo no controle. Os autores
concluiram o laser usado provocou uma significativa melhora na circulacdo da pele
do dorso, em ambos 0s pés de pacientes com microangiopatia diabética. Tal achado

aponta para a possibilidade de acéo sistémica do laser.

Khadra et al. (2004) afirmaram que a LLLT é capaz de estimular a liberacéo
de substancias como fatores de crescimento e citocinas na circulacdo sistémica,
com potencial para afetar o lado néo irradiado de um animal ou sujeito da pesquisa.
Tal caracteristica pode explicar por que alguns estudos usando grupos experimental
e controle no mesmo animal tém falhado em demonstrar efeitos positivos do laser.
Assim, os autores destacam a importancia de se utilizarem controles externos, ou

seja, animais distintos, para avaliarem os efeitos da LLLT.



44

Rodrigo et al.(2009) avaliaram os efeitos sistémicos do laser vermelho e
infravermelho no reparo de feridas no dorso de ratos Wistar. Foram avaliados 36
ratos machos, divididos de forma randomizada em 4 grupos. No dorso de cada
animal foram criadas 3 feridas, com 1 cm de didmetro cada, distantes 7 cm uma da
outra. Nos grupos experimentais, o laser foi aplicado apenas na ferida mais cranial,
de modo pontual e com emissdo continua. O grupo 1, controle, ndo recebeu
irradiagdo. O grupo 2 recebeu irradiacdo com laser infravermelho, [(Al)GaAs,
A=830nm, P=50mW, D.E=20J/cm?. O grupo 3 recebeu laser vermelho (AlGalnP,
A=685nm, P=30mW, D.E=20Jcm?). O grupo 4 recebeu uma combinacdo dos lasers
vermelho e infravermelho, com fluéncia total também de 20J/cm? [(Al)GaAs,
A=830nm, P=50mW, D.E=10J/cm?% AlGalnP, A=685nm, P=30mW, D.E=10Jcm?.
Cada grupo foi subdividido em subgrupos, de acordo com o tempo de observagéo de
3, 5 e 7 dias. Considerando apenas os tipos de laser usados, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas na cicatrizacdo, embora as melhores médias tenham
sido observadas nos grupos 3 e 4. Considerando o local da ferida, também néo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas. As melhores médias
foram achadas nas feridas médias e as piores, nas craniais. Houve diferencas
estatisticamente significativas quanto ao grau de cicatriza¢éo, na ferida caudal, no 3°
e no 7° dia. Ao 3° dia, a ferida caudal apresentou melhor cicatrizagéo no grupo 4, ao
passo que no 7° dia, a ferida caudal teve melhor cicatrizacéo no grupo controle. Os
autores concluiram que a aplicagdo de uma combinacdo de laser vermelho e
infravermelho, nas doses usadas, teve um efeito sistémico no processo de reparo,
observado nas feridas localizadas mais distais ou caudais, no 3° dia pds-operatorio.
Assim, o efeito sistémico ficou demonstrado no grupo que recebeu a combinacéao do

laser vermelho e do infravermelho, na fase inicial do reparo tecidual.
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Na literatura, observa-se uma grande variedade de protocolos nos estudos in
vivo envolvendo o uso de laser de baixa poténcia, quanto ao tipo do laser usado,
dose de aplicagdo e metodologia de irradiacdo, o que dificulta a comparacéo entre
eles, a0 mesmo tempo em que sdo escassas as avaliacbes sobre seu efeito

sistémico (LUGER, 1998; CAMPANHA et al., 2010).

2.3 Materiais de Fixacdo a Base de PLLA-PGA

A utilizacdo do acido polilatico (PLA) como fixacdo interna na cirurgia e
traumatologia craniomaxilofacial, iniciada por Getter et al. (1972), demonstrou que
esse material possui absorcao lenta e produz reag6es inflamatdrias tardias, além de
induzir a formacdo de uma capsula fibrosa. Posteriormente, foram fabricadas placas

de acido poli-L-latico (PLLA).

Em 1993, Bergsma et al. relataram a presenca de tumefacédo na area onde foi
colocada placa de PLLA de alto peso molecular para reducao de fraturas isoladas do
0SS0 zigomatico, em nove de dez pacientes operados, em um periodo de trés anos
de acompanhamento. Seis destes pacientes foram submetidos a intervencao
cirargica para remocao das placas. Os autores constataram a presenca de material
fibroso, faciimente separado do tecido adjacente e de consisténcia firme. A andlise
microscopica deste material demonstrou reagdo de corpo estranho, sem sinais de

inflamacédo e com presenca de particulas de PLLA. Os autores concluiram que as
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placas e parafusos de PLLA sdo capazes de propiciar o aparecimento de reacdes de

corpo estranho em longo prazo, provavelmente em decorréncia da sua cicatrizacao.

Esses achados foram corroborados por Thaller et al. (1995), ao avaliarem
histologicamente o uso de placas compostas por acido poliglicélico (PGA) em
coelhos, durante intervalos de observacao entre 3 e 12 meses. No terceiro més, foi
observado que as areas ao redor das placas possuiam significativa quantidade de
material amorfo celular, envolto por uma fina camada de tecido de granulacéo,
composto de numerosas células gigantes de corpo estranho, histiécitos e linfécitos.
Aos doze meses, apesar de ndo se observarem vestigios das placas, encontraram-
se diversos focos de inflamacéo crénica. Entretanto, nenhum efeito adverso foi

observado na cicatrizacdo éssea.

Ja Eppley e Sadove (1995) compararam um material constituido de um
copolimero do &cido polilatico e do poliglicélico (PLLA-PGA) a fixacdo metalica, em
enxertos 0sseos no cranio de coelhos. Foram realizados cortes histoldégicos apo6s
dois, seis, nove e doze meses, nos quais ndo foram observadas reacdes

inflamatorias no tecido, durante todo o periodo do estudo.

Nesta mesma direcdo, Tormala et al. (1998) afirmaram que, apesar de serem
encontradas sequelas clinicas no uso de homopolimeros de PGA puro e de PLLA
puro, copolimeros destas duas substancias sdo amorfos e possuem caracteristicas
de degradacdo intermediaria, o que proporciona uma combinacdo clinica com

relevante forca inicial e tolerancia pelo organismo.
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De acordo com Suuronen et al. (1998), os polimeros PLLA se degradam em
compostos 4&cidos, através de reacdes de hidrélise. Pode também haver
autocatalizacdo dos polimeros por grupos carboxilicos terminais de produtos de sua
propria degradacdo. A acdo de enzimas teciduais, sobretudo nas fases mais tardias
do processo de bioabsorcdo, também tem sido relatada. Na literatura, todavia, os
resultados de pesquisas investigando a degradacdo, a resisténcia a tracdo e as
reagOes teciduais séo bastante variados. Tal fato decorre de fatores como diferencas
de espécies e locais de implantacdo entre os estudos, além de diferencas nas
propriedades dos materiais analisados, como peso molecular, morfologia, presenca

de impurezas, tamanho e forma dos implantes.

O tempo de degradacdo das placas de PGA é muito rapido, enquanto as
placas produzidas com PLLA absorvem em um tempo bastante extenso. Peltoniemi
et al. (1999) indicam que a busca de um material com tempo de degradacéao
intermediario entre 0 PLLA e o PGA seria ideal. Sugerem, ainda, a incorporacao de
copolimeros para obtencdo desse resultado. Os autores avaliaram a biodegradacao
e as reacoes teciduais em parafusos SR-PLLA e SR-PGA, implantados na calvaria
de ovelhas. Nao foram observadas complicacdes clinicas. As reacdes de corpo
estranho foram leves. Os parafusos SR-PGA foram bioabsorvidos em 12 semanas,

enguanto os de SR-PLLA mantiveram sua integridade por 26 semanas.

Béahr et al. (1999) avaliaram copolimeros PLLA-PGA (90%-10%) na fixacdo de
osteotomias tipo Le Fort | em ovelhas, comparando-os com a fixagdo com titanio. Os
autores observaram que a formacdo O0ssea na area da osteotomia foi ligeiramente

mais rapida com as fixacdes metdlicas. Foi possivel perceber uma atividade
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fagocitaria maior nas areas de PLLA-PGA, apesar de as reacdes inflamatorias tipo
corpo estranho terem sido esparsas. Os autores concluiram que os materiais
bioabsorviveis testados sdo adequados para 0 uso em areas submetidas a baixa

tensao.

A utilizacdo de placas e parafusos constituidos por copolimeros PLLA-PGA
(82%-18%) em cirurgia ortognatica foi investigada por Edwards et al. (2001). Os
autores observaram que o reparo 0sseo nas areas de osteotomia foi normal, sem
evidéncia de reacdo inflamatoria local. Além disso, os copolimeros PLLA-PGA
mostraram reabsorcdo completa, sem ostedlise nos locais de fixagdo, entre 18 e 24

meses apos a cirurgia.

Mollaoglu et al. (2003) compararam as respostas teciduais iniciais seguidas
da implantacdo de 2 tipos de parafusos, um de titanio e outro de material
bioabsorvivel (82% de PLLA, 18% de PGA - LactoSorb®). O estudo envolveu 44
cobaias, com idades avancadas, divididas em 2 grupos. No grupo A, foi instalado um
parafuso de titanio na calvaria. No grupo B, foi instalado um parafuso bioabsorvivel
(LactoSorb®). Os animais foram acompanhados em periodos de 3, 7, 14, 30 e 60
dias. Apoés, foram mortos e preparados para analise histolégica. Ambos os parafusos
foram bem tolerados pelos tecidos. O padréao histolégico foi similar, nos intervalos
testados. Nao houve evidéncias de degradacéo do parafuso PLLA-PGA em 60 dias.
A neoformacdo Ossea foi medida por histomorfometria, ndo havendo diferencas
significativas entre os 2 grupos testados. Os autores concluiram que os parafusos
PLLA-PGA representam uma opcao interessante no tratamento de fraturas. Em

pacientes idosos, Nos quais se espera uma resposta reparadora mais lenta, a néo
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degradacdo dos parafusos PLLA-PGA em 60 dias torna-se um fato positivo para a
escolha desses materiais. Isso porque eles manteriam a estabilidade por mais

tempo, sem a necessidade de uma eventual 22 cirurgia para remové-los.

Os parafusos PLLA-PGA também foram testados como uma alternativa aos
parafusos de titanio, na fixacdo de enxertos 6sseos autdégenos onlay. Chacon et al.
(2004) conduziram um estudo com 15 coelhos, cada um recebendo 2 enxertos
0sseos tibiais, no corpo mandibular direito e esquerdo, em um total de 30 areas de
enxerto. Os animais foram divididos em 3 grupos. No grupo 1, a fixagdo foi feita com
PLLA-PGA (82%-18% - LactoSorb®) & esquerda e titanio & direita. No grupo 2, sem
fixacdo a direita (controle) e PLLA-PGA a esquerda. No grupo 3, titanio a direita e
controle a esquerda. Ap6és 6 semanas, os animais foram mortos e as areas
enxertadas foram preparadas para analise histologica. Nas areas com fixacdo, os
enxertos estavam consolidados, sem mobilidade ou interposicédo de tecido fibroso.
Na éarea controle, ndo houve consolidacdo do enxerto. Ndo foram observadas
reacOes inflamatdrias moderadas ou acentuadas em nenhum grupo. Quanto a
espessura, os enxertos fixados com titdnio ou com PLLA-PGA nado apresentaram
diferencas significativas. Ja nas areas controles, a espessura foi consideravelmente
menor. Os autores concluiram que os parafusos PLLA-PGA conferem uma
excelente estabilidade inicial para o enxerto, sem evidéncias de reacao inflamatoria,
mobilidade ou reabsorcéo acentuada, quando comparados aos enxertos fixados com

titanio.

Um estudo semelhante foi conduzido por Hochuli-Vieira et al. (2005), para

comparar, por meio de uma andlise histologica qualitativa, a eficacia de dois
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métodos de fixacdo interna rigida: titanio e LactoSorb® (PLLA-PGA) em fraturas
mandibulares de coelhos. Em 30 coelhos, realizou-se uma osteotomia mandibular
esquerda, entre canino e 1° pré-molar. O grupo 1 teve a osteotomia fixada com placa
e parafusos de titdnio. O grupo 2 recebeu fixacdo com placa e parafusos
LactoSorb®, de tamanhos similares. O periodo de acompanhamento foi de 15, 30 e
60 dias. O padréo histolégico descrito para ambos os materiais foi similar, com um
reparo ligeiramente mais rapido no grupo 1, em 15 e 30 dias. Apos 60 dias de
implantacdo dos parafusos, os resultados de ambos os sistemas de fixacao
mostraram formacdo de novo 0sso preenchendo praticamente toda a area da
osteotomia. Foi possivel notar irregularidades na superficie de certos parafusos
PLLA-PGA, sugerindo bioabsorcdo. O processo de bioabsorcdo PLLA-PGA nao
causou nenhuma reacdo inflamatéria ou de corpo estranho durante o tempo de

estudo.

Sanger et al. (2007) acompanharam 52 pacientes submetidos a cirurgias
corretivas para tratamento de craniossinostoses, utilizando material bioabsorvivel
para as fixacdes. Os pacientes foram acompanhados por 18 meses. Complicacdes
pos-operatorias relacionadas ao material absorvivel foram observadas em 8
pacientes. Em 5 destes, as placas ficaram palpaveis, mas sem exposi¢cao na pele.
Em 2 casos, houve fraturas do material, associadas a quedas apds a cirurgia.
Nestes 7 casos, as alteracdes observadas tiveram resolucdo completa dos sintomas
com tratamento conservador. Um paciente apenas teve infeccdo pds-operatoria,

com necessidade de uma nova intervengdo cirargica para remocéao da fixacao.
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Resultados similares foram observados por Ahmad et al. (2008). Os autores
usaram placas e parafusos PLLA-PGA (82%-18%) para tratamento de
craniossinostoses em 146 pacientes pediatricos. O acompanhamento foi realizado
em 3, 6 e 12 meses. Foram avaliados aspectos clinicos como presenca de
inflamacé&o e/ou infeccéo, processo de cicatrizacéo e palpabilidade dos materiais de
osteossintese, além da analise tomogréfica tridimensional. Em 3 meses, 5 pacientes
possuiam placas e parafusos palpaveis. Em 6 meses, apenas 3 pacientes puderam
ter as placas palpaveis. Em 5 casos (3,4%) houve infec¢cdo pos-operatéria, sendo
que em apenas 2 pacientes foi necessaria intervencdo cirargica para drenagem de
secrecdo. Os materiais bioabsorviveis mostraram uma alternativa atraente as

fixacOes metdlicas, no tratamento das craniossinostoses em pacientes pediatricos.

Em 2008, Ferretti apresentou os resultados do acompanhamento de 29
pacientes adultos com 40 fraturas mandibulares tratadas com fixacdo usando
material bioabsorvivel (PLLA-PGA, 82%-18%). Os casos foram acompanhados por
12 meses, com avaliacfes clinicas da ferida cirirgica e da estabilidade oclusal, e
avaliacoes radiograficas da estabilidade dos segmentos fraturados, da cicatrizacao
da fratura e da ossificacdo na area dos parafusos. Em 9 pacientes (22,5% das
fraturas) foi observado algum grau de complicacdo, entre deiscéncia, com exposi¢cao
da placa, e sepse, com necessidade de remocéo da fixacdo e debridamento. De
acordo com o autor, os resultados foram similares ao de outros estudos envolvendo
fixacBes metdlicas. Por fim, ele argumenta que a fixagdo com material bioabsorvivel,
em fraturas mandibulares, € uma alternativa viavel a fixacdo metélica, em pacientes
selecionados, com boa higiene bucal, capazes de seguir as medidas de limitacdo de

dieta e de controle pGs-operatério.
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A comparacdo entre a fixacao interna com titanio e com material bioabsorvivel
(PLLA-PGA, 82%-18%) também foi investigada em osteotomias de maxila. Dohl et
al. (2008) acompanharam 50 pacientes tratados com osteotomia tipo Le Fort |, para
impactacdo maxilar de pelo menos 2mm. Em 25 casos, utilizou-se fixagdo com
tithnio e nos outros 25, PLLA-PGA. Os pacientes foram acompanhados por 12
meses, realizando radiografias celalométricas laterais em 3 periodos: 1 semana
antes da cirurgia, 1 més e , no minimo, 8 meses apés o procedimento. As
radiografias foram digitalizadas e, entdo, realizaram-se medidas lineares e angulares
para avaliar as alteracdes esqueléticas bidimensionais. As medidas horizontais,
verticais e angulares mostraram que nao houve diferencas significativas ou
evidéncia radiografica de recidiva em ambos os grupos. O estudo mostrou que as
fixacbes com os polimeros bioabsorviveis usados foram suficientemente fortes para
garantir estabilidade e resistir as forcas musculares e oclusais. Portanto, tornam-se

uma alternativa as fixac6es com placas e parafusos de titanio.

O sistema de osteossintese bioabsorvivel a base de PLLA a 82% e PGA a
18%, comercialmente apresentado como LactoSorb®, é capaz de manter uma
resisténcia adequada por um tempo superior ao necessario para a formacéao do calo
0sseo. De acordo com o manual do fabricante, esse dispositivo conserva 70% da
sua resisténcia apdés 8 semanas e sua bioabsorcdo se completa em um periodo de
12 meses. O processo de bioabsorcdo ocorre com uma moderada reacao
inflamatoria, que promove a hidrélise dos componentes, criando microfragmentos

gue serdo absorvidos por macrofagos e convertidos em didxido de carbono e agua.



53

Em 15 meses, ha preenchimento do sitio do parafuso com tecido fibroso ou

neoformacédo éssea (MANUAL DO FABRICANTE, 2011).
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3. PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem o objetivo de avaliar, qualitativa e quantitativamente,
os efeitos locais e sistémicos da LLLT (830nm) no estagio inicial do processo de

reparo 6sseo, apos a implantacdo de parafusos PLLA-PGA em tibias de coelhos.

3.2 Objetivos Especificos

a. Avaliar os efeitos locais da LLLT na formacdo dssea, na regido
adjacente aos parafusos PLLA-PGA, quantitativamente, por meio de
valores numéricos, comparando os resultados da area diretamente

irradiada com aqueles do grupo controle.

b. Avaliar os efeitos sistémicos da LLLT na formacéo 0ssea perimplantar,
guantitativamente, por meio de valores numéricos, comparando 0s
resultados da area contralateral de coelhos irradiados com o lado

irradiado e com o grupo controle, sem irradiacao.

C. Avaliar qualitativamente as trabéculas 6sseas neoformadas na regido
perimplante, descrevendo sua distribuicdo e morfologia, a presenca de

osteoblastos e de ostedcitos, sob os efeitos local e sistémico da LLLT.
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4. METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado in vivo (modelo animal). O projeto para a execugéo
do presente estudo foi aprovado pela Comisséo Cientifica e de Etica da Faculdade
de Odontologia da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (CCE-FO-
PUCRS), protocolado sob o nimero 0083/10 (Anexo A), e pelo Comité de Etica para
0 Uso de Animais da PUCRS (CEUA-PUCRS), sob o registro CEUA 10/00218

(Anexo B).

Durante o desenvolvimento da pesquisa, 0s principios éticos que regem a
pesquisa experimental com animais de laboratorio foram respeitados, em
observancia a Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, que regulamenta o0s

procedimentos para o uso cientifico de animais.

4.1 Delineamento da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no paradigma tradicional, quantitativo, em uma

abordagem experimental, com grupo controle e pos-teste (CAMPBELL e STANLEY,

1979).

4.2 Problema

A LLLT com laser arseneto de gdlio e aluminio (830nm, 100mW, 4J/cm?) é

capaz de exercer um efeito local, estimulando a formacdo Ossea perimplantar em

areas adjacentes a parafusos PLLA-PGA, em tibias de coelhos?
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A LLLT, nos mesmos padrdes, € capaz de exercer um efeito sistémico, a
distancia do local de aplicacédo, no processo de reparo 6sseo em tibias de coelhos,

implantadas com parafusos PLLA-PGA?

4.3 Hipo6teses

e O tecido 6sseo neoformado perimplante PLLA-PGA apresenta padrdo
histologico de osso normal, observado em 5, 15 e 30 dias pos-implante do

biomaterial.

e Ha efeito biomodulador positivo local e sistémico do laser de baixa poténcia
[(AGaAs-830 nm] sobre o processo de reparo 0sseo adjacente a parafusos
PLLA-PGA, estimulando a formacdo Ossea, sem alterar o curso de

bioabsorg&o do biomaterial ao longo do experimento.

4.4 Selecado da Amostra

Para a amostra foram selecionados 24 coelhos machos (Oryctolagus
cuniculus — linhagem Nova Zelandia), com peso aproximado de 2.500 gramas. O
tamanho da amostra foi embasado em trabalhos similares publicados na literatura
internacional (CHACON et al., 2004; EPPLEY e SADOVE, 1995; HOCHULI-VIEIRA
et al., 2005; TAVANO et al.,, 1999). Os animais utilizados foram mantidos em
condigbes de biotério convencional, na Unidade de Experimentagdo Animal do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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(UEA-HCPA / UFRGS.). Os coelhos eram clinicamente sadios e foram submetidos a
controle de ectoparasitas antes de constituirem a populacdo desta pesquisa. Os
animais foram submetidos a exames laboratoriais veterinarios basicos (hemograma
completo, coagulograma e parasitolégico) para descartar a possibilidade de
quaisquer doencas presentes, prévias a intervencao cirargica, que poderiam vir a

influenciar os resultados deste trabalho.

A manutencdo e a execucdo dos procedimentos cirurgicos foram realizadas
no biotério da UEA-HCPA / UFRGS, devidamente equipado e com salas cirlrgicas
apropriadas. Os procedimentos cirurgicos foram acompanhados pela Médica-
Veterinaria Fabiola Schons Meyer, CRMV/RS 9721, responsavel técnica pela UEA-

HCPA / UFRGS (Figura 1).

Figura 1 — Biotério de coelhos e centro cirtrgico da UEA-HCPA / UFRGS.

Em todos os animais, foi implantado um parafuso em cada tibia, direita e
esquerda, com a dimensao de 50mm de comprimento por 1,5mm de diametro, de
material bioabsorvivel, marca LactoSorb® (Direct Drive Screw, empresa W Lorenz,

Jacksonville, EUA: 82% PLLA e 18% PGA) (Figura 2). A implantacdo de um
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parafuso em todos os animais, em ambas as tibias, garantiu um padrdo homogéneo

da amostra.

Figura 2 — Sistema de parafuso bioabsorvivel LactoSorb®.

O local anatémico escolhido para a colocagédo dos parafusos foi 0 0sso tibial,
devido a altura e a espessura de corticais favoraveis, além do acesso mais facil, livre
de estruturas nobres que poderiam comprometer a locomoc¢édo do animal ou a

recuperacao pos-operatoria.

4.5 Organizacéo dos Grupos

Os animais foram divididos, por amostragem aleatéria simples, em 2 grupos
constituidos por 12 coelhos cada, denominados grupo experimental (Gl) e grupo
controle (Gll). Cada grupo foi subdividido de acordo com o periodo de observacao
(5, 15 e 30 dias — Tabela 1). No primeiro subgrupo (GI-A e GII-A), a eutanasia
ocorreu apos 5 dias da implantacdo; nos grupos subseqiientes, a eutanasia foi
realizada com 15 e 30 dias. Os subgrupos A, B, e C de Gl e GII foram avaliados

qguanto as reagdes no tecido 0sseo perimplantar.
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A aplicacdo do laser se deu somente na pata direita implantada de cada
animal do GlI, buscando-se observar o efeito biomodulador local da aplicacdo do
laser e, na pata contralateral, seu efeito sistémico. Assim, o Gl foi dividido em
subgrupos para analise quanto ao fator tempo e também quanto ao fator

influéncia local e sistémica do laser.

Para padronizar o experimento, todos os animais foram identificados por
numeracédo e acomodados no Biotério da UEA-HCPA / UFRGS, individualmente, em
gaiolas plasticas ou metdlicas. As gaiolas foram diariamente higienizadas e mantidas
em temperatura ambiente de 20°C, no intuito de diminuir os riscos de contaminacéo
e infeccdes. Agua e racdo (Linha Natural, Purina® Paulinia/SP, Brasil) foram

fornecidas ad libitum.

Tabela 1 — Distribuicdo dos animais dentro dos grupos Gl e Gll, de acordo com o periodo de

observacgédo/eutanasia do animal

GRUPO LASERTERAPIA SUBGRUPOS EUTANASIA n
Gl Pata direita — GI-A 5 dias 4
n=12 laserterapia :

+ GI-B 15 dias 4
Pata esquerda — .
sem laserterapia GI-C 30 dias 4
Gli Patas direita GlI-A 5 dias 4
n=12 ' _
e esquerda Gll-B 15 dias 4
Gll-C 30 dias 4

sem laserterapia
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4.6 Aplicagéo do Laser

Nesta pesquisa foi utilizado laser de baixa intensidade (infravermelho) do tipo
(ADGaAs (arseneto de gélio e aluminio), com comprimento de onda de 830nm,
poténcia de 100mW, em modo continuo, aplicado em 4 pontos periféricos ao redor
do implante, com densidade de aplicacdo de 1J/cm? em cada ponto, totalizando
4J/cm? por aplicacdo, em todos os animais do Gl. Foi utilizado o aparelho Thera
Lase® (D.M.C. Equipamentos LTDA, S&o Paulo). O tempo de aplicacdo em cada
ponto foi de 10,1 segundos. Antes de cada sessao de laser, o aparelho, apés ser
ligado, foi calibrado para que a dose padronizada de aplicacao fosse verificada. A
irradiacdo foi feita somente na tibia direita implantada de cada animal do Gl,
conforme o esquema da figura 3. A posicdo exata do parafuso sob a pele foi
marcada com tinta nanquim preta, durante o procedimento cirdrgico, imediatamente

antes da sutura.

A-TF
-, et

| <% |
> >

20 mm

Figura 3 — Desenho esquemético da tibia direita, demonstrando o
posicionamento do parafuso e a aplicacdo do laser. A-FT — articulacdo
tibio-femural; P — proximal; D — distal; X — pontos de aplicacéo do laser,

ao redor do parafuso bioabsorvivel, localizado pela marcagdo na pele.
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As aplicacdes de laser ocorreram imediatamente apés a cirurgia e, depois, a
cada 48 horas. O total de sessfes de aplicacéo foi de sete, até o décimo segundo
dia pos-cirdrgico nos grupos GI-B e GI-C. O grupo GI-A recebeu apenas as trés
primeiras sessfes de aplicacdo, devido ao tempo de observagdo/eutanasia do
animal (Tabela 2). E importante ressaltar que os animais do grupo controle (GlI)
foram submetidos ao mesmo tipo de estresse que os animais do grupo experimental
(Gl), no que se refere ao protocolo para aplicacéo do laser, apenas nao recebendo a

irradiacao, pois o aparelho permaneceu desligado.

Tabela 2 — Distribui¢cdo das densidades de energia do laser por sesséo e doses totais,

dentro dos subgrupos de Gl.

APLICA(;OES GI-A GI-B GI-C
P.O imediato 4)/cm? 4J/cm? 4J/cm?
2 dias apoés 43/cm? 4/cm? 43/cm?
4 dias ap6s 43/cm? 4J/cm? 43/cm?
6 dias apos X 4/cm? 43/cm?
8 dias ap6s X 4J/cm? 43/cm?
10 dias ap6s X 4J/cm? 43/cm?
12 dias ap6s X 4J/cm? 43/cm?
D.E TOTAL 12J/cm? 28J/cm® 28J/cm?
EUTANASIA 5°dia 15° dia 30° dia

PO — p6s-operatdrio. D.E — densidade de energia.
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4.7 Procedimentos Cirurgicos para Implantacdo dos Parafusos

As cirurgias foram realizadas utilizando instrumental padronizado para todos
0S grupos, respeitando os principios de biosseguranca e controle de infec¢do. Toda

equipe cirargica utilizou equipamentos de protecéo individual (EPI) (Figura 4).

Figura 4 — A - Mesa cirlrgica preparada para o procedimento. B - Ambiente do centro cirdrgico

da UEA-HCPA / UFRGS.

O protocolo anestésico iniciou-se com a medicacdo pré-anestésica para
tranquilizacdo do animal e realizagcdo da tricotomia. Foram administrados, por via
intramuscular, cetamina 15mg/kg, midazolam 1mg/kg e meperidina 5mg/kg (Seringa
de 3 ml e agulha estéril 25x7, descartaveis — Plastipak®, B.D do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil). A inducdo da anestesia geral foi realizada com Isoflurano 5% em O, 100%,
através de méscara facial. Ao se observar a perda do reflexo de retirada do membro
anterior, foi realizada a entubacdo para manutencdo da anestesia inalatéria. Os
seguintes parametros anestésicos foram aferidos: frequéncia cardiaca e respiratoria,
capnometria, oximetria e temperatura retal. A profilaxia antibiética foi realizada

imediatamente antes da cirurgia, com a administracdo intramuscular de
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enrofloxacino 5mg/kg. Foi feita a antissepsia da pele do animal com polivinil
pirrolidona iodo — PVPI a 10% (Handex®, Saneativo Laboratério Farmacéutico Ltda.,
Gama/DF, Brasil) (Figura 5). Em seguida, a area da cirurgia foi isolada com campo

plastico estéril.

Figura 5 — A — Entubacgédo orotraqueal do coelho e animal posicionado. B — Entubagao concluida,
monitorizacdo com oximetro e antissepsia de pele.

O acesso a tibia do animal se deu por meio de uma incisdo longitudinal na
porcdo medial, com uma lamina de bisturi n°® 15 (Med Blade®, Huaiyin Med, China),
de aproximadamente 3,0cm de extensdo, na pele e no tecido subcutédneo. O
musculo adjacente foi dissecado até a exposicdo do periésteo, o qual foi incisado
longe da area de implantacdo dos parafusos, visando afasta-los da area de sutura.
O periosteo foi descolado e mantido com um afastador delicado tipo Senn-Muller,

para visualizacado de toda diafise da tibia (Figura 6).
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Figura 6 — Sequéncia de passos para acesso a face medial da tibia direita. A — Incisdo em pele e
tecido subcutaneo. B — Disseccdo da camada muscular. C — Descolamento do periésteo. D —

Afastamento delicado com a superficie 6ssea medial da tibia exposta.

O parafuso bioabsorvivel foi implantado a uma distancia de aproximadamente
20mm da articulagéo tibio-femural, no centro da superficie éssea, para padronizar o

procedimento.

Primeiramente, foi executada a perfuracdo com uma broca de perfuracdo de
1,1mm de didmetro por 5,0mm de comprimento, com marcagao tipo “stop” em
5,0mm (W Lorenz®, Jacksonville, EUA), para garantir a profundidade de perfuracédo
desejada. A perfuracdo para colocacdo dos parafusos foi executada com motor
elétrico (Smart, Driller®, Jaguaré/SP, Brasil) e peca de mao (Kavo®, Joinville/SC,

Brasil), com 700 rotagbes por minuto, sob abundante irrigagdo com solucdo de



67

cloreto de sédio 0,9% (Texon® IndUstria Farmacéutica Ltda., Viamao/RS, Brasil) e

aspiracédo concomitante.

ApoOs a perfuragdo, foram utilizados 2 formadores de rosca para criar as
roscas necessarias a introducédo e travamento do parafuso. Este foi inserido no
defeito 6sseo com auxilio de chave manual do kit de instalacdo (W Lorenz®,

Jacksonville, EUA).

Em seguida, foi realizada a irrigacdo da ferida com solucéo fisiologica e uma
marcacdo da localizacdo exata do parafuso implantado foi feita na derme
subjacente, com tinta nanquim (Nankin, Trident®, Itaipu/SP, Brasil) e agulha para
aspiracéo (Precision Glide®, B.D. do Brasil, Sd0 Paulo, Brasil). Na sequéncia, o
periosteo foi cuidadosamente reposicionado em sua posicdo original e, entao,
realizou-se a sutura da ferida operatdria com pontos simples isolados, utilizando fio
agulhado de nylon 4-0 (Ethicon®, Johnson & Johnson Company, S&o José dos
Campos/SP, Brasil). Previamente a aplicacdo do laser na pata direita do GlI, a area
cirirgica foi higienizada, removendo o excesso de substancia degermante que

permanecera sobre a pele (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 — Sequéncia de perfuragdo para instalacido do parafuso PLLA-PGA. A — Perfuragdo com
broca de 1,1 x 5mm. B — Orificio inicial. C — Primeiro formador de rosca. Observe a marcagéo do
seu comprimento em 5mm. D — Primeiro formador de rosca criando “caminho” para o parafuso. .. E

e F — Segundo formador de rosca.



69

Figura 8 — Sequéncia de instalagcao do parafuso PLLA-PGA. A — Parafuso bioabsorvivel preso a
chave manual de inser¢do. B — Instalacdo do parafuso no orificio previamente preparado. C —
Parafuso em posigdo. D — Relaxamento das margens da ferida cirlirgica, para marcagdo exata

da posicdo do parafuso com tinta nanquim. E e F — Sutura, com a marca¢cdo em nanquim.
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AplOs o procedimento cirdrgico, os animais ficaram em observacdo até a
recuperacao anestésica, quando entdo foram recolocados em suas gaiolas originais.
A analgesia poés-operatoria foi realizada com injecdo de Tramadol 2mg/Kg

subcutanea a cada 12h, nos 2 primeiros dias pds-operatorios.

Durante todo o periodo do experimento, os animais foram observados
diariamente até o dia da eutanasia. As feridas cirurgicas foram examinadas a cada
48 horas, no momento das aplicacbes do laser. No grupo controle, as feridas foram

igualmente analisadas.

4.8 Eutanasia dos Animais e Avaliacao Macroscopica das Amostras

Os coelhos foram submetidos a eutanasia de acordo com o tempo decorrido
desde a cirurgia: 5, 15, 30 dias. A eutanasia foi conduzida com o animal
tranquilizado (conforme protocolo citado na etapa cirdrgica). Apés a sedacdo, foi
obtido acesso venoso (veia marginal da orelha), seguido por overdose anestésica de
tiopental, na dose de 40mg/kg, e posterior parada cardiaca com cloreto de potassio
(5ml/coelho). Constatada a morte dos animais, a amostra removida incluiu a tibia, o
parafuso e os tecidos moles adjacentes. Estes foram mantidos até o preparo da
peca para inclusdo em parafina, visando proteger a area do parafuso. A peca
cirtrgica foi desarticulada na articulacéo tibio-femural e serrada na tibia, proximo a
sua extremidade caudal. Antes da desarticulacdo da peca, foram feitas suturas com
fio Nylon 2.0, na profundidade dos tecidos moles cranial e caudal a area de

interesse, em toda a circunferéncia da peca. Tal manobra visou evitar o
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deslocamento dos tecidos moles durante a desarticulacdo e osteotomia da tibia

(Figura 9).

Cada peca cirdrgica obtida foi avaliada macroscopicamente, com 0 objetivo
de se observar a estabilidade do parafuso PLLA-PGA instalado, bem como possiveis
alteracdes relacionadas a reabsorcdo 6ssea ou a do biomaterial. A adaptacdo do
parafuso ao 0sso, nesta etapa, foi verificada com o auxilio de um descolador
delicado. Em seguida, cada peca foi fixada em formol tamponado a 10%, em frascos

individuais, devidamente identificados.

Figura 9 — A e B — Amostras removidas apds a eutandsia. Bloco com a tibia e o tecido mole sobre
a regido do parafuso. Observar a marcagado com tinta nanquim na pele, indicando a posi¢do exata
do parafuso (1), a cicatriz do acesso cirargico (2) e a articulagéo tibio-femural (ATF). Nota-se,
ainda, a presenca de fios de sutura para estabilizar os tecidos moles durante a obtengéo da peca

de estudo (3).

O descarte das carcacas dos animais seguiu a rotina da UEA-HCPA /
UFRGS. Todos os residuos biolégicos foram encaminhados como lixo hospitalar

para a empresa Abogarma (Abogarma do Brasil LTDA, Av Cristovao Colombo, 2360,
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sala 303, Floresta, Porto Alegre — RS), onde foram autoclavados e descartados em

aterro especifico.

4.9 Preparo das Amostras para Processamento Histoldgico

Apds um tempo médio de 48 horas de fixacdo, a peca cirtrgica foi preparada
para que se iniciassem o0s procedimentos de descalcificacdo e inclusdo. Apenas o
tecido mole sobre a face interna da tibia, local de insercao do parafuso, foi mantido,
de forma a preservar a regido do implante. Em todas as pecgas, foi possivel definir a
posicdo exata do parafuso pela marcagdo feita em nanquim, bem como pela
presenca da cicatriz e de um tecido de cicatrizacdo, de consisténcia endurecida,
sobre a area do parafuso. O osso tibial também foi preparado de maneira a manter
cerca de 15mm de estrutura cranial e 25mm caudal & &rea do parafuso. Esta
reducdo no tamanho da peca teve o objetivo de diminuir o tempo e facilitar a sua
descalcificacdo, porém ainda mantendo uma margem de 0sso, para que O processo

de descalcificacdo pudesse ser monitorado.

Os espécimes fixados foram enviados a Unidade de Patologia Experimental
(UPE-HCPA / UFRGS), sob a supervisdo da Profa. Dra. Luise Meurer, chefe da

referida secao.

As amostras foram descalcificadas em solucdo aquosa de &cido nitrico 10%,
por um tempo médio de 72 horas, com trocas diarias da solucdo, até que sua
consisténcia permitisse que o 0sso fosse cortado com uma navalha de histologia,

sem oferecer resisténcia ou ruido. Nesse momento, a peca foi, entdo, submetida a
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processamento histolégico para obtencdo de blocos de parafina. O tecido mole,
junto & area de marcacdo do parafuso e da cicatriz, foi delicadamente descolado do
0sso. O parafuso pdde, entdo, ser visualizado. O osso tibial foi cortado rente a
cabeca do parafuso, perpendicularmente ao longo eixo do 0sso, tanto no sentido
cranial como no sentido caudal. Ambos os espécimes, tecido mole e osso contendo
o parafuso, foram colocados para inclusdo em parafina, de forma que cada bloco

mantivesse 0 0sso com o biomaterial e o tecido mole referente.

Apds a obtencdo do bloco de parafina, este foi levado ao micr6tomo para
realizacdo dos cortes de 6um de espessura. Como padronizacdo, o bloco foi
desgastado até que todo o parafuso, incluindo a cabeca e o corpo, ficasse exposto
(Figura 10). A partir de entdo, foram obtidas 2 laminas de cada bloco, com 2 selos

em cada uma.

Figura 10 — Blocos de parafina ja desgastados, prontos para a obtencéo das
ldminas de histologia. O parafuso PLLA-PGA estd visivel em toda sua

extensao.
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As laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
analisadas com relacdo a formacao de trabéculas 6sseas na regido adjacente ao

parafuso PLLA-PGA.

4.10 Analise dos Resultados da Microscopia

A andlise microscopica das laminas foi realizada com microscépio 6tico em

aumentos de 20, 100, 200 e 400 vezes, na UPE-HCPA / UFRGS.

A avaliacdo quantitativa da formacdo 6ssea na regido perimplantar foi
mensurada pela presenca de trabéculas 6sseas observadas em campos de aumento
de 200 vezes. Para tanto, realizou-se um rastreamento de toda a area perimplantar,
desde a entrada do parafuso, junto ao 0sso cortical, percorrendo a transicdo do 0sso

cortical e medular, até o apice do biomaterial (Figura 11).

Figura 11 — Fotomicrografia da area perimplante PLLA-
PGA em aumento de 20x. Em amarelo, foi indicada a area

do rastreamento.
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Um total de 10 campos de aumento de 200 vezes foi necessario para analisar
toda a area perimplantar. O niumero de campos de 200 vezes que apresentavam
trabéculas neoformadas foi anotado em cada lamina de HE. Os resultados foram
agrupados dentro dos grupos experimental e controle, e dentro dos intervalos de 5,

15 e 30 dias de observacéo.

As areas de neoformacdo 6ssea foram também analisadas qualitativamente,
através de microscopia o6tica, com aumentos de 20, 100, 200 e 400 vezes. A
morfologia e distribuicdo das trabéculas, bem como a presenca de osteoblastos em
sua periferia, presenca e tipo de infiltrado inflamatdrio e sitios de reabsor¢cdo foram
observados e descritos em cada grupo, Gl (pata direita e esquerda) e Gll, dentro de

cada intervalo de tempo de observacao.

As avaliacOes das laminas foram realizadas por 2 examinadores calibrados (a
patologista e 0 mestrando autor deste trabalho). Inicialmente, foi realizado um
treinamento do mestrando pela patologista, até que aquele estivesse apto a realizar
a leitura das laminas. Em seguida, foi realizada a leitura quantitativa, pelo nimero de
campos de aumento de 200 vezes contendo 0sso neoformado na area perimplantar,
e a analise descritiva, em 10 laminas aleatoriamente selecionadas. Os resultados
obtidos por cada examinador foram confrontados. Esse exercicio foi repetidos por
mais 2 vezes, sendo o0s resultados comparados, atingindo um indice de
concordancia de 100% nos resultados obtidos, na avaliagdo dos campos de
aumento, e uma descricdo similar do ponto de vista qualitativo. A partir de entéao,

realizou-se a analise de todas as laminas com cegamento dos examinadores.
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4.11 Andlise dos Resultados da Microscopia - Analise Estatistica

Para andlise dos dados obtidos, foi constituido um modelo de analise de
comparacao das variaveis (utilizar as patas direita e esquerda caracteriza um estudo

com amostra pareada) e das médias da analise dos seguintes efeitos:

e Efeito Experimento: comparacao entre 0s grupos experimental e também

com o controle, dentro dos periodos de observacéo.

e Efeito Tempo: comparacdo dos resultados dos grupos experimental com
aqueles do grupo controle, correspondentes aos seguintes periodos: 5, 15 e

30 dias, para analise tecidual perimplante dos parafusos bioabsorviveis.

Inicialmente, realizou-se um teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,
para avaliar a validade da variavel nimero de campos de aumento de 200x com
osso neoformado. O teste demonstrou que essa variavel satisfez a suposicao de
normalidade. Com isso, foi observada a formacao 6ssea perimplantar, nos intervalos
de 5, 15 e 30 dias, através das médias e desvio padrdo. Para tanto, foram

estabelecidas as seguintes comparagoes:

1. Comparacado entre grupos — Em cada tempo de observacgao, 5, 15 e 30
dias, a pata direita do Gl foi comparada a pata direita do Gll. De maneira similar, a
pata esquerda do Gl foi comparada a pata esquerda do Gll. Os resultados
possibilitaram avaliar estatisticamente os efeitos locais (pata direita) e sistémicos

(pata esquerda) do laser.

2. Comparacéao entre lados — Em cada tempo de observacéo, 5, 15, 30 dias, a

pata direita e esquerda do mesmo grupo (Gl ou GIlI) foram comparadas. Os
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resultados permitiram avaliar estatisticamente a presenca de efeitos sistémicos do
laser, no GI. Outro aspecto importante foi avaliar a homogeneidade dos resultados
no Gl (controle), como forma de validar a metodologia e a padronizacdo dos

procedimentos.

3. Comparacéo do tempo de observacdo — Em cada pata, direita ou esquerda,
de cada grupo, | e I, os resultados observados em 5, 15 e 30 dias foram analisados
estatisticamente. Os resultados possibilitaram avaliar os efeitos do laser, locais ou

sistémicos, ao longo do tempo de observacao.

Foi utilizado o teste T de Student na primeira comparagcao, o teste T de
Student para dados pareados na segunda comparacdo e a andlise de variancia
(ANOVA), complementada pelo teste de comparacdes multiplas de Turkey, na

terceira.

Para o processamento e a analise dos dados, foi empregado o software
Statistical Package for the Social Science (SPSS®, versdo 18) para Windows®. Toda
a andlise estatistica foi orientada e supervisionada pelo Prof. Sérgio Kakuta Kato

(Departamento de Estatistica, Faculdade de Matemética da PUCRS).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise Macroscépica

Os animais permaneceram saudaveis, sem evidéncia de infeccdo durante o
periodo de observacdo. Em um animal do grupo G1-B, observou-se no terceiro dia
pés-operatério uma discreta deiscéncia da sutura. A ferida ndo apresentava
secrecdo ou edema importante e, ao longo do acompanhamento e das aplicagbes
de laser, notou-se uma cicatrizacdo progressiva, até assumir um aspecto sem
alteracdo, compativel com as feridas dos outros animais, no oitavo dia apds o

procedimento cirdrgico.

ApOs a eutanasia e preparo dos blocos de necropsia, observou-se
macroscopicamente que todos os parafusos, em todos os intervalos de tempo
analisados, estavam firmemente adaptados ao 0sso, sem mobilidade e sem sinais

visiveis de degradacao ou de bioabsorcao.

5.2 Analise Microscépica

Durante o preparo histologico, foram perdidas 5 amostras, indicadas na tabela
3. A perda ocorreu em funcdo da diferenca de densidade e consisténcia entre o
parafuso PLLA-PGA e o0 osso descalcificado. Durante o corte do bloco de parafina
no micrétomo, o parafuso se desprendeu do o0sso. A peca foi danificada e, por

conseguinte, retirada da analise.
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Os resultados observados foram agrupados na tabela 3 e ilustrados nas

figuras abaixo:

Tabela 3 — Numero de campos com aumento de 200 vezes preenchidos com trabéculas
Osseas neoformadas na regido perimplante PLLA-PGA.

Gl — Laser Gll — Controle Subgrupos
Pata D E D E

Tempo

5 dias 4 3 1 1 A
5 dias 2 3 2 1 A
5 dias 3 * 1 2 A
5 dias 4 3 1 2 A
15 dias 5 4 * * B
15 dias 4 6 8 7 B
15 dias 6 7 7 6 B
15 dias 6 7 4 7 B
30 dias 3 8 * * C
30 dias 4 5 4 7 C
30 dias 4 8 4 5 C
30 dias 7 7 5 5 C

* Amostra perdida durante a preparacao histolégica

A tabela 3 mostra que houve diferencas na quantidade de trabéculas ésseas
neoformadas na regido perimplante, ao se compararem 0s grupos experimental (Gl)
e controle (Gll). Essa diferenca foi relevante nas amostras de 5 dias. O numero de
campos com aumento de 200 vezes, preenchidos por trabéculas, foi claramente

superior nas patas direita e esquerda do GI.

Andalise Descritiva

e 5DIAS

As trabéculas neoformadas nos espécimes do Gl, tanto na pata direita quanto
na pata esquerda, tinham caracteristicas de osso vital, com espessura delgada,

revestidas na periferia por grande quantidade de osteoblastos, os quais ocupavam
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mais de 2/3 da sua superficie. Alguns ostedcitos ja eram vistos no seu interior, a
despeito da pequena espessura. Nao foi observada reacdo inflamatéria aguda ou
cronica na area perimplantar. Restos de fragmento 6sseo em reabsor¢cdo foram
vistos em areas isoladas com células gigantes escassas. Nas laminas do GlI, notou-
se que as trabéculas eram menores tanto em extensdo quanto em densidade e
distribuicdo. Apesar disso, 0 0sso tinha caracteristicas de vitalidade, com grande
guantidade de osteoblastos na periferia, revestindo mais de 2/3 da sua superficie.
Uma nitida linha divisoria entre o osso neoformado e o 0sso maduro foi vista na

maior parte dos espécimes analisados.

Figura 12 — Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA. Grupo I-A — Pata direita. Observam-
se trabéculas 6sseas neoformadas (ON) com padrdo normal, partindo da superficie 6ssea em
direcdo a area de implantagéo do parafuso. Notam-se, também, muitos osteoblastos (OB) na
periferia, ostedcitos (OC) no seu interior das trabéculas e uma linha diviséria (LD) entre o tecido
0sseo neoformado e o osso maduro (OM). HE, aumento de 400x.
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Figura 13 — Fotomicrografia da é&rea perimplante PLLA-PGA. Grupo |-A — Pata esquerda.
Observam-se formacao de trabéculas ésseas finas, com padrdo normal, partindo da superficie
O0ssea em direcdo a area de implantacdo do parafuso. Osteoblastos (OB) em abundéncia sdo
vistos na sua periferia e alguns ostedcitos (OC) no seu interior. Ainda, a linha diviséria (LD) entre
0 0sso neoformado e o maduro (OM) é visivel. HE, 400x.

Figura 14 — Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA. Grupo II-A — Pata direita.
Observam-se finas e escassas trabéculas 0sseas (ON), diminutas, partindo do osso cortical e

medular, proximas a entrada do parafuso. Notam-se, ainda, osteoblastos (OB) acumulando na
periferia das trabéculas. HE, 200x.
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e 15DIAS

N&o houve diferencas significativas no padrao histolégico observado entre os
subgrupos GI-B (pata direita), GI-B (pata esquerda) e Gll (ambas as patas). Em 15
dias, foi notada uma maior proliferagéo de trabéculas 6ésseas neoformadas, partindo
em direcdo a area do parafuso. As trabéculas apresentavam maior espessura e
distribuicdo em ambos os grupos (pata direita e esquerda do Gl e patas direita e
esquerda do GIl). Os osteoblastos encontravam-se preenchendo a periferia das
trabéculas, com mais abundancia nos espécimes do GI-B (pata direita) e Gll,
guando comparados aos do GI-B (pata esquerda). No seu interior, foram observados
ostedcitos e vasos sanguineos em maior numero que nas trabéculas dos subgrupos
de 5 dias. Em todos os casos, 0 0sso neoformado apresentava caracteristicas de

vitalidade. Poucas células gigantes adjacentes as trabéculas foram notadas.

Figura 15 — Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA. GI-B — Pata direita. Observam-se
trabéculas 6sseas neoformadas (ON), proliferando em dire¢cdo & area do parafuso e ao 0sso
medular, com ostedcitos no seu interior e uma quantidade moderada de osteoblastos (OB) na
periferia. Nota-se um maior volume de osso neoformado, quando comparado as amostras de 5
dias. HE, 200x.
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Figura 16 — Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA. Grupo |-B — Pata esquerda. Notam-
se trabéculas 6sseas neoformadas (ON), com maior espessura, em direcdo a area do parafuso e
ao 0sso medular, com ostedcitos no seu interior e osteoblastos na periferia. A linha diviséria (LD)

entre o 0sso neoformado e 0 osso maduro é bem visivel. HE, 200x.

Figura 17 - Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA. Grupo II-B — Pata direita. Nota-se
presenca de trabéculas 6sseas neoformadas (ON), em direcdo a area do parafuso, com
ostedcitos no interior e quantidade moderada de osteoblastos (OB) na periferia. HE, 200x.
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e 30DIAS

Também nao houve diferencas significativas no padréo histol6gico observado
entre os subgrupos GI-C (pata direita), GI-C (pata esquerda) e Gll (ambas as patas).
A neoformacéo 6ssea preencheu uma maior area perimplantar, com trabéculas mais
espessas e apresentando graus variados de maturacdo Ossea. Seu interior era
preenchido por grande quantidade de ostedcitos, possuindo poucos osteoblastos na
periferia. Ainda, células gigantes multinucleadas isoladas na area adjacente ao
parafuso puderam ser observadas. A regido do parafuso ainda era vista sem
alterac6es morfologicas do biomaterial, porém foi possivel observar em alguns
espécimes um revestimento de tecido conjuntivo ao redor do parafuso. O 0sso
neoformado apresentava caracteristicas de vitalidade, sendo notada ainda a linha

divisoéria entre este e o 0sso maduro.

Figura 18 - Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA. Grupo |-C — Pata direita. Trabéculas
Osseas neoformadas (ON), com graus variados de maturacdo, em diregdo a area do parafuso.

Muiltiplos ostedécitos no interior e pequena quantidade de osteoblastos na periferia. HE, 200x.
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Figura 19 — Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA em aumento de 20x. Grupo I-C.
Area do parafuso PLLA-PGA (PF), com osso cortical externo (OCort) e osso medular interno
(OMed). Nota-se areas de formagdo Ossea (ON) adjacente as espiras e junto a cabeca do

parafuso.

Figura 20 - Fotomicrografia da &rea perimplante PLLA-PGA. Grupo I-C — Pata esquerda. Pode-se
observar osso neoformado (ON) na direcdo da area do parafuso (PF), com grau avancado de
maturacao, com ostedcitos e vasos sanguineos no seu interior. Percebe-se ainda a linha diviséria

(LD) entre o osso neoformado e 0 osso maduro (OM). HE, 200x.
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Figura 21 - Fotomicrografia da area perimplante PLLA-PGA. Grupo II-C — Pata esquerda.

Observa-se osso neoformado com maior grau de maturacdo (ON), com ostedcitos e vasos

sanguineos no seu interior. HE, 200x.

5.3 Andlise Estatistica

Os resultados da andlise estatistica sdo apresentados nas tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4 — Comparacéo da formacgao 6ssea no tecido perimplantar entre os grupos
experimental e controle, através do nimero de campos de aumento de 200 vezes
preenchidos com trabéculas dsseas neoformadas. Média e desvio padrédo (DP)
observados dentro de cada grupo, nos subgrupos de 5, 15 e 30 dias.

Tempo em Grupo
dias Pata I I p
(subgrupo) Média DP Média DP
5 (A) direita 3,25 0,96 1,25 0,50 0,010*
esquerda 3,00 0,00 1,50 0,58 0,007*
15 (B) direita 5,25 0,96 6,33 2,08 0,391
esquerda 6,00 1,41 6,67 0,58 0,484
30 (C) direita 4,50 1,73 4,33 0,58 0,881
esquerda 7,00 1,41 5,67 1,15 0,242

p= nivel minimo de significAncia do Teste T (0,05)

* diferengas estatisticamente significativas



Na tabela 4, foram avaliadas as médias entre grupos, comparando 0s
resultados das patas direitas de GI-A com as direitas de GlI-A, e esquerdas de
GI-A com as esquerdas de GIlI-A. Comparacdes similares foram feitas nos
intervalos de 15 e 30 dias (subgrupos B e C). Observa-se que houve uma
diferenca estatisticamente significativa na quantidade de trabéculas ésseas
neoformadas, na comparacao entre os grupos Gl e Gll, no periodo de 5 dias.
Assim, o efeito local do laser foi demonstrado quando se comparou as patas
direitas de Gl e Gll. O efeito sisttmico do laser na neoformacdo Ossea
perimplante PLLA-PGA foi também evidente, no intervalo de 5 dias, ao se
compararem as médias obtidas para a pata esquerda de GI com as da pata
esquerda de GIl. Nos intervalos de 15 e 30 dias, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, na quantidade de trabéculas

6sseas neoformadas.

Tabela 5 — Comparacgédo da formacéo éssea entre os lados direito e esquerdo do mesmo

grupo.
Tempo em Pata
dias Grupo Direita Esquerda p

(Subgrupo) Média DP Média DP

5 (A) I 3,25 0,96 3,00 0,00 0,667

Il 1,25 0,50 1,50 0,58 0,638

15 (B) I 5,25 0,96 6,00 1,41 0,319

Il 6,33 2,08 6,67 0,58 0,826

30 (C) I 4,50 1,73 7,00 1,41 0,127

Il 4,33 0,58 5,67 1,15 0,270

p= nivel minimo de significancia do Teste T para dados pareados (0,05)
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A tabela 5 mostra a comparacdo das médias entre patas, direita e esquerda,

dentro de um mesmo subgrupo. Em nenhuma comparacdo houve diferencas



89

estatisticamente significativas. E importante ressaltar a similaridade de resultados

entre as patas direita e esquerda do GlI.

Tabela 6 — Comparac¢éo da formacgdo 6ssea entre os subgrupos A, B e C de um mesmo grupo.

Tempo em Grupo / Pata
dias | /D |/ E 1/ D I/ E
(Subgrupo) | \Média DP Média DP Média Média DP
5 (A) 3,25 0,96 3,00° 0,00 1,25° 1,50° 0,58
15 (B) 5,25 0,96 | 6,008 141 | 6,332 6,672 0,58
30 (C) 4,50 1,73 | 7,008 141 | 4,332 5672 1,15
p 0,134 0,008 0,002 0,001

p= nivel minimo de significancia da Analise de Variancia
Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem significativamente através da ANOVA,
complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Turkey, ao nivel de significancia de 5%.

A tabela 6 mostra a comparacdo das médias de cada pata, ao longo dos 3

periodos de observacdo. No GIl, as médias da pata direita, irradiada, nao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os tempos. Percebe-

se, inclusive, que houve uma diminuigdo do valor da média entre 15 e 30 dias. Ja na

pata esquerda de Gl e em ambas as patas de GIl, houve uma diferenca

estatisticamente significativa entre a meédia obtida em 5 dias e aquelas de 15 e 30

dias.
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6 DISCUSSAO

As acbes biomoduladoras da LLLT no processo de reparo 6sseo tém sido
amplamente estudadas, com resultados animadores. Varios autores observaram
efeitos positivos da LLLT em defeitos dsseos, em areas de enxerto, fraturas, ou na
osseointegracdo (LUGER et al., 1998, WEBER et al., 2006; LIU et al., 2007;
CAMPANHA et al., 2010; SHAKOURI et al., 2010). Nao h4, entretanto, relatos que
avaliam a LLLT no processo de reparo 6sseo em areas com parafusos PLLA-PGA.
Ademais, os possiveis efeitos sistémicos desta terapia sdo ainda controversos e

pouco estudados.

Em um estudo prévio desenvolvido no Programa de Pds-Graduacao da FO-
PUCRS, demonstrou-se que a LLLT teve efeito biomodulador positivo na inflamagéao
dos tecidos moles ao redor de placas PLLA-PGA em fémures de ratos (FREDDO et
al., 2009). Esse efeito foi predominante em fases precoces. O presente estudo
segue uma linha similar de pesquisa, propondo-se a avaliar os possiveis efeitos
locais e sistémicos da LLLT no reparo 6sseo de areas perimplantares aos parafusos

PLLA-PGA em tibias de coelhos.

Quando se analisa os inumeros trabalhos sobre os efeitos da LLLT no
processo de reparo 0sseo, percebe-se que ha grande dificuldade em se estabelecer
comparacdes confidveis de resultados entre os estudos. Tal fato decorre da grande
variacdo de metodologias e protocolos usados, no que tange ao tipo de laser,
densidade de energia, poténcia, modo de aplicacdo, inicio e duracdo das sessbes

(SILVA JUNIOR et al., 2002; WEBER et al., 2006; FREDDO et al., 2009).
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Na presente pesquisa, a utilizacdo do laser infravermelho, com comprimento
de onda de 830nm, estd em concordancia com varios outros trabalhos que
avaliaram a fotobiomodulacdo no processo de reparo 6sseo (OZAWA et al., 1998;
SILVA JUNIOR et al., 2002; KHANDRA et al., 2004, GERBI et al., 2005;
CAMPANHA et al.,, 2010; ANGELETTI et al., 2010; SHAKOURI et al., 2010). O
estudo de Basford (1995) mostrou que o laser com comprimento de onda de
632,8nm penetra 0,5 a 1mm nos tecidos, antes de perder cerca de 37% de sua
intensidade. Ja o laser infravermelho penetra 2mm antes de perder algum porcentual
de energia, o que o faz mais apropriado para 0 emprego em situacdes que se queira
avaliar o reparo 6sseo. De acordo com Almeida-Lopes (2003), o comprimento de
onda € um fator extremamente importante, que define a profundidade de penetracéo
do laser nos tecidos. Weber et al. (2006) e Shakouri et al. (2010) afirmaram que o
laser infravermelho possui maior capacidade de penetracdo, quando comparado ao

laser vermelho.

A dose de 4J/cm? por sessdo estd em concordancia com AboElsaad et al.
(2009) e Shakouri et al. (2010). Karu (1989) afirmou que os efeitos biologicos
estimulados pela LLLT situam-se com densidades de energia entre 1 a 50J/cm?. De
acordo com Rodrigo et al. (2009), variacdes na fluéncia ou densidade da energia
podem estimular ou inibir atividades bioquimicas, fisiologicas e proliferativas. Altas
energias podem ser prejudiciais; os efeitos sdo dose-dependentes. A aplicacdo do
laser foi fracionada em 4 pontos ao redor do parafuso, com a ponteira em intimo

contato com a pele, visando minimizar a reflexdo e aumentar a absorcéo da energia
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depositada. Os estudos de Nicolau et al. (2003), Freddo et al. (2009) e Campanha et

al. (2010) também usaram essa metodologia de aplicacéo.

O presente estudo foi desenvolvido com 2 grupos, um experimental (Gl) e
outro controle (Gll), divididos aleatoriamente. No Gl, o laser aplicado na pata direita
permitiu que se avaliassem os efeitos locais, ao se compararem seus resultados
com os da pata direita do Gll. Os possiveis efeitos sistémicos da irradiacéo a laser
foram avaliados comparando os resultados histolégicos entre as patas direita e
esquerda do Gl e comparando também a pata esquerda do Gl com a pata esquerda
do GIl. O estabelecimento de um grupo controle independente, sem receber
qgualquer tipo de irradiacdo, constitui um modelo confiavel de comparacdo, quando
se deseja avaliar os efeitos do laser, locais ou sistémicos, nos processos de reparo
tecidual. De fato, varios estudos ressaltam a importancia de se constituirem grupos
experimental e controle com diferentes animais (WEBER et al., 2006; FREDDO et
al.,, 2009; RODRIGO et al.,, 2009) A utilizacdo de um lado contralateral para
comparar efeitos locais do laser cria um viés de pesquisa, demonstrado neste

trabalho pelos efeitos sistémicos observados no lado néo irradiado.

A variavel avaliada nesta pesquisa foi a formacéo 6ssea na regiao ao redor do
parafuso PLLA-PGA. A gquantidade de trabéculas Osseas neoformadas foi
comparada em areas irradiadas, no lado contralateral e no grupo controle, visando
avaliar os possiveis efeitos locais e sistémicos do laser no processo de formacao
6ssea perimplante. A bioabsorcdo dos parafusos PLLA-PGA (82%-18%, LactoSorb®)
se processa, segundo o fabricante (MANUAL DO FABRICANTE, 2011), em um

tempo médio de 12 meses. Os intervalos analisados de 5, 15 e 30 dias permitiram
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avaliar o processo inicial de formacéo 0ssea na area perimplante, que, associado a
hidrélise e bioabsor¢cdo dos copolimeros PLLA-PGA, sera responsavel pelo
preenchimento do sitio dos parafusos com osso neoformado e tecido fibroso, num

periodo médio de 15 meses.

Mollaoglu et al. (2003) relataram neoformacédo éssea e osteoblastos ao redor
da cabeca e do 4pice de parafusos PLLA-PGA em 7 dias. Hochuli-Vieira et al.
(2005), em um estudo em coelhos, observaram pequenas trabéculas 6sseas, com
osteoblastos na periferia e ostedcitos no seu interior, na area de osteotomia, fixada
com placa e parafusos PLLA-PGA, 15 dias apds a sua implantacdo. Se levarmos em
consideracado que a LLLT pode ter um efeito positivo na formacéo 6ssea, acelerando
a deposicdo de novas trabéculas, torna-se justificavel a escolha de um periodo

inicial de observagao mais precoce.

Dessa maneira, os intervalos de 5, 15 e 30 dias foram estabelecidos para
avaliar a evolucdo da reparacdo 0ssea ao redor de parafusos PLLA-PGA, nas fases
iniciais. Alguns estudos que analisaram os efeitos do laser no reparo 6sseo, bem
como o comportamento de biomateriais, estabeleceram intervalos minimos de 15
dias como parametro de avaliagcdo das fases iniciais do processo cicatricial
(HOCHULI-VIEIRA et al., 2005; GERBI et al., 2005; WEBER et al., 2006). No
entanto, outros autores relataram que uma maior formacdo 6ssea em defeitos
irradiados ja foram percebidas em intervalos de 7 (SILVA JUNIOR et al., 2002) e 10
dias (BARUSHKA et al.,1995; AKYOL e GUNGORMUS, 2010). E importante
salientar que, na presente pesquisa, ndo houve criacdo de defeito 6sseo. Analisou-

se a area perimplantar, a qual era composta por 0sso cortical, externamente, e
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medular, no aspecto interno, em contato com o parafuso PLLA-PGA. Assim, a
regido investigada constituiu a extensdo do contato osso — parafuso, o que, em
tltima andlise, significa uma &rea mais restrita para preenchimento pelo tecido
neoformado, ja que nos periodos do estudo ainda ndo houve degradacdo do

parafuso.

Na presente pesquisa, foi observado que o laser, nos padrdes utilizados, teve
um efeito local positivo na estimulacdo da formacao 6ssea em 5 dias. Tal achado foi
verificado ao se comparar a pata direita dos animais do GI-A com a pata direita do
GlI-A (Tabela 3). Nos animais do GI-A, houve uma média de 3,25 campos de 200
vezes, ao microscopio O6tico, na area perimplante, preenchidos com trabéculas
neoformadas. Nos animais do GlI-A, a média foi de 1,25. Esta diferenca foi
estatisticamente significativa (Tabela 4). Percebe-se, pois, que houve um claro efeito
local positivo do laser, acelerando a formacdo Ossea, nas fases precoces do
processo de reparo 6sseo de areas perimplante PLLA-PGA. Esses achados vao ao
encontro dos estudos de Ozawa et al. (1998) e Guzzardella et al. (2002), que
relataram uma maior formacao 6ssea apos a irradiacdo com laser em fases iniciais
de culturas celulares. Os trabalhos de Silva Junior et al. (2002) e Akyol e GUingoérmus

(2010) também encontraram resultados positivos em 7 e 10 dias de observagéo.

Nos intervalos de 15 e 30 dias, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre a quantidade de trabéculas ésseas neoformadas, comparando a
pata direita de GI com a pata direita de Gll (Tabela 4). Ja os estudos de Gerbi et al.
(2005) Weber et al. (2006) e Liu et al. (2007) encontraram diferencas

estatisticamente significativas na quantidade de tecido ésseo neoformado entre o
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grupo irradiado e o controle, em periodos de 15 ou mais dias. Novamente cabe
ressaltar que, em todos eles, houve a criagdo de um defeito ou fratura 6ssea, no
interior dos quais o tecido neoformado seria depositado. Além disso, a densidade de
energia do laser utilizado, bem como o numero de sessdes de aplicacdo e a
poténcia ndo foram os mesmos desta atual pesquisa. Silva Junior et al. (2002) néao

encontraram diferencgas entre os grupos, em 28 dias.

Com relacdo a acao do laser a distancia do ponto de aplicacédo, foi observado
um claro efeito sistémico positivo na formagédo O0ssea perimplante PLLA-PGA, no
intervalo de 5 dias. A média de campos de aumento de 200 vezes preenchidos com
trabéculas neoformadas foi de 3,00 na pata esquerda do GI-A, contra 1,50 na pata
esquerda do GII-A. Essa diferenca foi estatisticamente significativa (Tabela 4),
revelando que o laser, nos parametros utilizados, foi capaz de estimular uma maior
formacdo de trabéculas 6sseas na area perimplantar, a distancia do seu ponto de
aplicacdo, em 5 dias. O laser acelerou a formacao 6ssea nas fases iniciais, com
efeitos tanto locais quanto sistémicos. Embora ainda haja controvérsias sobre os
possiveis efeitos sistémicos, alguns estudos mostraram resultados positivos em
tecidos moles (ROCHKIND et al., 1989; MESTER e MESTER, 1989; SCHINDL et al.,
2002). Rodrigo et al.(2009) encontrou um efeito sistémico apenas com a combinac¢ao
de lasers vermelho e infravermelho, em 3 dias de observacdo, enquanto Hall et al.
(1994) relatou que nao houve efeitos positivos, locais ou sistémicos, com o laser a
uma dose de 1J/cm® Novamente se faz necessario ressaltar as diferencas no

tocante aos parametros da irradiagéo utilizados.
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O efeito sistémico do laser em 5 dias foi quase tdo intenso quanto seus
efeitos locais. Nao houve diferencas estatisticamente significativas com relacdo a
quantidade de trabéculas 6sseas neoformadas, entre a pata direita e a esquerda do
GI-A (Tabela 5). Tal achado pode estar associado a uma maior liberacdo de
substancias como fatores de crescimento, citocinas, na circulacdo, com potencial

para estimularem areas distantes, ndo irradiadas (KHADRA, 2004).

Analisando os dados constantes na tabela 6, observa-se que a acéo do laser
resultou na aceleracdo da formacdo 6ssea em nivel local e sistémico, em 5 dias,
qguando comparada ao Gll. J& em 15 dias, as médias do GIl foram maiores, porém
sem diferencas estatisticamente significativas. Além disso, no Gl, pata direita, a
comparacdo das meédias entre 5, 15 e 30 dias néo teve diferengas estatisticamente
significativas. JA nos demais subgrupos, houve diferencas estatisticas entre as
meédias de 5 dias e as de 15 e 30 dias. Assim, o laser foi capaz de promover um
inicio mais rapido na formacdo 6ssea perimplantar, quando comparado ao grupo

controle, em 5 dias.

Em todos os subgrupos de 5 dias e 15 dias, foram observadas quantidades
moderadas de osteoblastos na periferia das trabéculas neoformadas, ocupando
mais de 2/3 da sua superficie. Essa concentracdo mostrou-se reduzida nos
espécimes de 30 dias (GI-C e GII-C). Nesta fase, 0 espaco existente entre 0 0sso e
o parafuso, criado durante a fresagem, pela acdo da broca e pela propria necrose
superficial do osso superficial, estava preenchido, ja em grande porcentagem, pelo
0sso neoformado, em fases avancadas de maturacédo. Assim, é de se esperar que

as concentracOes de osteoblastos estivessem reduzidas em 30 dias. Ozawa et al.
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(1998) encontraram uma estimulacéo da proliferacdo celular em culturas de 6 e 9
dias, irradiadas com laser infravermelho. Além disso, os autores relataram um pico
de concentracdo de atividade da fosfatase alcalina, marcador da diferenciacdo de
osteoblastos, em 18 dias. Guzzardella et al. (2002) encontraram resultados
similares, com aumento da fosfatase alcalina e proteinas totais ao longo do

experimento.

A formacao Gssea investigada no presente estudo refere-se a atividade inicial
de reparo 0sseo, que se segue ao trauma cirdrgico. Durante o procedimento
cirdrgico, criou-se uma perfuracéo para que o parafuso fosse instalado. Este, porém,
foi colocado de forma extremamente passiva, sem travamento importante, conforme
preconiza sua técnica de instalacdo. Isso indica que permaneceu um espago entre o
biomaterial e 0 osso, o qual foi preenchido pelo tecido ésseo neoformado. O
processo de bioabsorcdo dos copolimeros PLLA-PGA segue uma média de 12
meses e sua substituicdo por tecido 6sseo se completa em 15 meses (HOCHULI-
VIEIRA et al., 2005; MANUAL DO FABRICANTE, 2011). As reacdes de hidrélise e a
acao fagocitaria ndo foram observadas no intervalo estudado. Ao longo do periodo
observado, ndo houve degradacdo do parafuso PLLA-PGA. Isso porque as
alterac6es morfolégicas do biomaterial tornam-se perceptiveis a partir de 60 dias
(SUURONEN et al., 1998; BAHR et al., 1999, MOLLAOGLU et al., 2003). Hochuli-
Vieira et al. (2005), no entanto, relataram inicio de degradacdo de parafusos
LactoSorb® em 30 e 60 dias, com um revestimento de tecido conjuntivo fibroso e

algumas células fagocitarias adjacentes.
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Outro aspecto a ser discutido € a similaridade dos resultados observada no
grupo controle. As tibias direita e esquerda de GII receberam um parafuso PLLA-
PGA cada, sem irradiacdo, com o propoésito de padronizar o experimento e expor
todos 0s animais a0 mesmo estresse cirargico. A metodologia se mostrou valida na
medida em que ndo se percebeu nenhuma disparidade dos achados, dentro dos

tempos observados.



Conclusdo
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7 CONCLUSAO

A LLLT (Arseneto de Galio e Aluminio, A = 830nm, 4J/cm? 100mW)
apresentou um efeito local positivo na neoformacdo éssea perimplatar
(parafusos PLLA-PGA) em tibias de coelhos, aumentando a quantidade de

trabéculas 6sseas em 5 dias, quando comparada a do grupo controle.

A LLLT foi também capaz de promover um efeito sistémico, acelerando a
formacdo Ossea na pata contralateral de coelhos irradiados com o laser

infravermelho, em 5 dias, quando comparada a do grupo controle.

O efeito sistémico da LLLT foi quase tao intenso quanto o efeito no local de
aplicacdo, quanto a capacidade de promover formacao éssea perimplantar a
parafusos PLLA-PGA em 5 dias, ndo havendo diferencas estatisticamente

significativas entre ambos.

A LLLT promoveu uma formacdo éssea acelerada, com trabéculas désseas
neoformadas apresentando uma maior dimenséo e distribuicdo que as do

grupo controle, no intervalo inicial de 5 dias.
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APENDICE A - Ficha de Controle dos Procedimentos Cirrgicos

GRUPO | COELHO | DIAS | CIRURGIA | EUTANASIA | OBSERVACAO

GI-A A 5 10/fev 15/fev

GI-A R 5 16/fev 21/fev

GI-A S 5 18/fev 23/fev

GI-A T 5 17/fev 22/fev

GI-B D 15 14/fev 0l/mar

GI-B M 15 15/fev 02/mar

GI-B P 15 16/fev 03/mar Deiscéncia de sutura ao 3° DPO.
Aspecto adequado ao 8° DPO.

GI-B Q 15 17/fev 04/mar

GI-C B 30 10/fev 12/mar

GI-C G 30 15/fev 17/mar

GI-C H 30 15/fev 17/mar

GI-C K 30 14/fev 16/mar

Gll-A U 5 18/fev 23/mar

Gll-A \Y 5 10/fev 15/mar

Gll-A X 5 17/fev 22/mar

Gll-A 4 5 14/fev 19/fev

GlI-B C 15 1l4/fev 01/mar

Gll-B E 15 15/fev 02/mar

GlI-B N 15 17/fev 04/mar

GlI-B O 15 15/fev 02/mar

GlI-C F 30 15/fev 17/mar

Gll-C I 30 14/fev 16/mar

Gll-C J 30 17/fev 19/mar

GlI-C L 30 14/fev 16/mar
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APENDICE B - Ficha de Analise — Escore Histologico da Formag&do Ossea

109

GRUPO

COELHO

P

>

N° DE CAMPOS

OBSERVACAO

GI-A

4

GI-A

3

GI-A

3
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Perdido

Durante o preparo histologico
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GI-A

GI-A

Gll-A

GlI-A

Gll-A

Gll-A

GlI-A

Gll-A

Gll-A

GlI-A

GI-B

GI-B

GI-B

GI-B

GI-B

GI-B

GI-B

GI-B

NOINOIOIRBROIINIEFLINRFPRFRPINRFP R ®OBEAWDN

Gll-B

Perdido

Durante o preparo histolégico
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Durante o preparo histolégico
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Durante o preparo histologico
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Intitulado: Efeitos da bioabsor¢do de parafusos PLLA-PGA e da
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ANEXO B — Aprovacdo do Comité de Etica para o Uso de Animais —

CEUA.

» B

B: CEUA: Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
M i PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PUC COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 028/11 - CEUA Porto Alegre, 26 de janeiro de 2011,

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 10/00218, intitulado: “Efeitos
da bioabsorcdo de parafusos PLLA-PGA e da biomodulacao da
LLLT em tecidos periimplantares”.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Paulo Marcio C. Pitrez
Coordenador-Adjunto do CEUA/PUCRS

Ilmo. Sr.

Prof. Jodo Batista Blessmann Weber
Faculdade de Qdontologia
N/Universidade

i Campus Central
PUC Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314
CEP: 90610-000
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