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RESUMO

Objetivo: devido ao aumento da utilizacdo de aloenxertos 0sseos nas reabilitacdes orais
avaliou-se o efeito do laser ndo ablativo no processo de incorporacdo 6ssea de aloenxertos
triturados. As pesquisas publicadas demonstram que aplicacdo da laserterapia néo ablativa
(LLLT) apresenta vantagens no reparo tecidual e no processo de neoformacdo Ossea.
Materiais e Métodos: foram utilizados quatro coelhos como doadores do tecido 6sseo e
realizados aloenxertos e autoenxertos triturados na calvaria de 20 coelhos divididos em
quatro grupos: dois grupos com LLLT (aloenxerto, autoenxerto e codgulo sanguineo) e outros
dois grupos controle (aloenxerto, autoenxerto e coagulo sanguineo) sem irradiacdo. Os
animais foram mortos com 35 dias (n=10) e 70 dias (n=10). Os parametros de energia
empregados foram: aplicacdo de laser de diodo (AsGaAl), comprimento de onda de 830 nm
de 4 Jcm® em quatro pontos da calota craniana perfazendo um total de 16 J/cm? por
aplicacdo. A dose total do tratamento ap6s as oito aplicacdes foi de 128 J/cm?®. Resultados:
houve um aumento da deposicao de fibras colagenas, da remodelacao 6ssea, vascularizacao e
um menor infiltrado inflamatério nos grupos irradiados nos aloenxertos aos 35 dias quando
comparado ao grupo controle alégeno. Aos 70 dias houve uma maior deposicdo de fibras
coldgenas e maior preenchimento das lacunas osteociticas e foi observado diferenca
estatistica significante na remodelacdo 6ssea e na vascularizacdo quando comparado ao grupo
controle aldgeno. Os grupos de autoenxerto com LLLT apresentaram maior preenchimento
das lacunas osteociticas, maior deposicdo de fibras coldgenas e maior remodelacdo 6ssea aos
35 e 70 dias. Conclusdo: Observou-se através da Microscopia Optica e de MEV um efeito
positivo qualitativo e quantitativo da LLLT, acelerando o processo de osteogénese,

incorporagdo e remodelacdo de aloenxertos e autoenxertos 0sseos triturados.

Descritores: Transplante Homélogo. Terapia a Laser de Baixa Intensidade. Criopreservacéo.

! Descritores em Ciéncias da Sadde (DeCS); disponivel em: <http://decs.bvs.br/>.






ABSTRACT

Objective: As the use of bone allografts in oral rehabilitation has increased, this study
evaluated the effect of non-ablative laser on bone apposition when ground bone allografts are
used. Studies in the literature show that the application of low-level laser therapy (LLLT)
promotes tissue repair and new bone formation. Material and Methods: Four rabbits were
used as bone donors, and ground bone allografts and autografts were implanted in the skull of
20 rabbits divided into four groups: two LLLT groups (allograft, autograft and blood clot),
and two control groups (allograft, autograft and blood clot) that did not receive LLLT. The
animals were killed at 35 (n=10) and 70 (n=10) days. Laser parameters were: laser diode
application (GaAlAs), wavelength of 830 nm of 4 J/cm? at four points in the skullcap at a total
of 16 J/cm? per application. Total treatment dose after eight applications was 128 J/cm?.
Results: There was an increase in the apposition of collagen fibers, bone remodeling and
vascularization, and there was less inflammatory infiltrate in the LLLT groups that received
allografts at 35 days than in the allograft control group. At 70 days there was greater collagen
fiber apposition, greater density of osteocytes lacunae, and a statistically significant difference
in bone remodeling and vascularization when compared with the allograft control group. In
the LLT autograft groups, there was also greater density of osteocytes lacunae, greater
apposition of collagen fibers and greater bone remodeling at 35 and 70 days. Conclusion:
Evaluation under light microscopy and SEM revealed a positive qualitative and quantitative
effect of LLLT, which accelerated osteogenesis and the incorporation and remodeling of

ground bone allografts and autografts.

Keywords?: Transplantation, Homologous. Laser Therapy, Low-Level. Cryopreservation.

2 Descritores em Ciéncias da Sadde (DeCS); disponivel em: <http://decs.bvs.br/>.
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1 INTRODUCAO

Dependendo do grau e severidade em que se encontra a cavidade bucal, a reabilitacdo
torna-se um grande desafio ao cirurgido dentista tanto do ponto de vista técnico quanto da
exigéncia imposta pelo paciente, por resultados cada vez mais funcionais e estéticos.

O objetivo maior da Odontologia atualmente é restaurar a fungdo e o conforto, onde
uma serie de recursos vem sendo utilizados para atingir os melhores resultados, e propiciar
um bom perfil facial e um sorriso harménico, com oclusdo estavel, fonética adequada, sem
causar danos ou sobrecargas ao sistema estomatognatico’.

A recuperacdo de perdas Osseas, que podem ser ocasionadas por traumas,
procedimentos cirirgicos ou por processos patolégicos, é um desafio para a Odontologia®.
Uma preocupacdo é a ocorréncia de perdas dsseas principalmente apos exodontias e fibroses
onde deveria existir tecido 6sseo’.

A reabsor¢do que se segue & exodontia muitas vezes compromete o volume Gsseo
remanescente, impedindo a instalacdo de implantes. Por essa razdo, a reconstrucdo 0ssea é
necessaria, para permitir a posterior colocacdo de implantes em posicdo proteticamente
adequada®.

O o0sso é o mais comum tipo de enxerto utilizado em Implantodontia, em cirurgia
protética, no tratamento de defeitos congénitos e em procedimentos reconstrutivo dos
maxilares”.

Devido aos inconvenientes da remoc¢do do 0sso autdgeno, como a morbidade de uma
segunda area cirurgica para a remocao do enxerto e disponibilidade limitadas, é crescente o
interesse por materiais alternativos®®. O osso alégeno, também denominado homégeno,
obtido de um doador, surge como uma alternativa’. Com o advento dos bancos de tecidos e a
ampliacdo e melhora das técnicas de preservacdo, € maior a disponibilidade dos enxertos
alégenos®, facilitando a utilizacdo em cirurgias de reconstrucéo e Implantodontia.

A presenca de tecido neoformado nas biopsias realizadas, ha sugestdo de remodelagao
Ossea verificada radiograficamente, ha auséncia de relatos de reacOes adversas e o
acompanhamento das proteses sobre os implantes colocados até trés anos, sugerem que 0 0SS0
aldgeno e implantes de titdnio podem ser usados na reconstrugdo de maxilas e levantamento
de seios maxilares extremamente reabsorvidas sem reacdes imunologicas indesejaveis e com
grande seguranca®*2.

Com a evolugdo da Odontologia e do desenvolvimento tecnolégico, a laserterapia

(LLLT) vem ocupando o seu espaco perante os tratamentos odontolégicos em cirurgia bucal.
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O laser vem sendo estudado desde a década de 60, e quando operado com baixa intensidade
visa sua acdo terapéutica sobre os diferentes tecidos bioldgicos, através da biomodulag&o,
principalmente por seus efeitos na reparacdo tecidual, melhorando a regeneracdo e
cicatrizacao dos tecidos.

Estudos tém evidenciado efeitos positivos da LLLT sobre o processo de reparo de
feridas de tecidos moles, porém os seus efeitos sobre tecidos 0sseos ainda sdo poucos
conhecidos®.

O uso da LLLT como adjuvante na incorporacdo do enxerto de osso alégeno na area
receptora teoricamente ira acelerar o processo de incorporacdo e diminuir a resposta
inflamatéria inicial podendo assim aumentar a revascularizagdo e consequentemente o
sucesso clinico®™.

Partindo do pressuposto das vantagens da LLLT na area da saude, na reparacdo
tecidual e aceleracdo dos processos de neoformacdo éssea, e no crescente aumento do uso de
enxertos 6sseos aldgenos triturados na clinica de reconstrucdo alveolar, principalmente para a
reabilitacdo implantoldgica, surgiu o interesse em avaliar os efeitos da LLLT de baixa
poténcia na incorporacdo de aloenxertos ésseos triturados, realizados em dois periodos
distintos de cicatrizagdo. Investigando os efeitos da biomodulacdo na deposi¢cdo de fibras
colagenas, na remodelacdo dssea, no preenchimento das lacunas osteociticas, na incorporacao
do enxerto, o infiltrado inflamatdrio e a vascularizagéo.

Devido ao aumento da utilizacdo de aloenxertos 0sseos nas reabilitacbes bucais e as
vantagens do uso do laser, esta pesquisa tem por objetivo descrever os efeitos da LLLT no
processo de incorporacdo Ossea de aloenxertos triturados processados por congelamento

profundo implantados em calvarias de coelhos.
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2 REVISTA DE LITERATURA
2.1 ENXERTO OSSEO

A cirurgia de enxertos 6sseos tem uma longa e controversa historia, sendo que a
primeira descrigdo clara ocorreu em 1682, quando Jobi Meekren realizou um xenoenxerto em
um defeito no cranio de um soldado com um fragmento do cranio de um cdo. Houve outros
trabalhos publicados em 1908 por Lexer com o uso de aloenxertos, e em especial o artigo de
Urist de 1953 que contém as bases fisioldgicas das cirurgias de enxertos dsseos, onde foram
revisadas as evidéncias experimentais de diversos mecanismos que influenciam o sucesso e as
falhas de autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos™*.

Ollier (1867 apud MISCH, 2006)™ relatou a transferéncia de 0sso e periésteo e, pela
osteogénese que observou no enxerto, concluiu que ambos estavam vivos. No entanto, Barth
(1893 apud MISCH, 2006)™ foi o primeiro a discordar dessa conclusdo. Seus estudos
revelaram que o enxerto 0sseo estava completamente morto varios dias ap6s sua transferéncia,
e que somente através de um gradual processo de invasdo por células oriundas do 0sso
receptor havia repovoamento com células vivas. Esse processo, hoje, é convencionalmente
denominado de osteoconducéo (BARTH, 1893 apud MISCH, 2006)".

Albrektsson (1980 apud LEVANDOWSKI et al., 2008)*° cita que as areas doadoras de
0SS0 para a regido oral podem ser 0 mento e a regido retromolar, para quantidades menores de
0ss0. Para quantidades maiores de 0sso, recomenda a crista iliaca, a calota craniana, a costela
e a tibia. Adell (1974 apud LEVANDOWSKI et al., 2008)*° e Breine e Branemark (1980 apud
LEVANDOWSKI et al., 2008)*® foram os primeiros a estudar a utilizacdo de enxertos 6sseos
autdgenos com implantes de titanio (enddsseo) em maxilas extremamente atroficas. No
entanto, sdo importantes o diagnostico inicial e o planejamento pré-operatério para a
colocacédo de implantes, sendo necessario analisar o espaco e a relacdo intermaxilar. Harakas
(1984 apud LEVANDOWSKI et al., 2008)*® descreveu a presenca de uma proteina (BMP)
presente em todos os enxertos, seja com vitalidade ou desvitalizada, e que estimula a
formagéo do novo osso. Diante da crescente utilizacdo de implantes osseointegrados para
reabilitacdo oral, as dificuldades foram surgindo junto com a necessidade de corrigir 0s
defeitos 0sseos grandes, médios ou pequenos, e com o0 passar do tempo, 0 enxerto 0sseo
comecou a ser mais usado em funcdo do sucesso clinico do procedimento, muito embora
houvesse discussdo e opinifes contrarias quanto ao aspecto bioldgico e reparacional dos

enxertos®®.
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A avaliacdo da Tomografia Computadorizada, demonstrou que a borda que separa o
enxerto do tecido Gsseo receptor se torna menos nitida a partir de 6 a 8 semanas, 0 que indica
a simulténea reabsorcdo do enxerto e uma gradual substituicdo por novo 0sso. Entre 6 a 12
meses apOs a cirurgia, 0s enxertos ndo podem mais ser identificados como entidades
separadas. Isto parece indicar a completa incorporacéo do enxerto®”.

No entanto o seu sucesso depende de uma quantidade minima de tecido ésseo para a
insercdo do implante, visto que, depois da perda dos dentes, 0 processo alveolar maxilar sofre
progressiva e irreversivel reabsorcdo, que resulta numa grande perda de substancia, tanto
vertical quanto horizontal podendo atingir um estagio de pneumatizacdo do seio maxilar, o
que contra-indica a instalagdo de implantes osseointegraveis porque exige rebordo alveolar
com espessura minima de 5mm e altura de 10mm®.

Dentre as principais queixas dos pacientes edentados estdo o desconforto pelo uso de
proteses removiveis, o volume, o comprometimento estético, a deficiéncia na funcédo
mastigatoria e a influéncia na sua vida socio-cultural. Por isso os implantes dentais vém se
destacando como excelente e promissor método terapéutico para se obter uma adequada
reabilitacdo bucal em pacientes edéntulos totais e parciais posteriores minimizando estes
aspectos negativos'®.

O o0sso é o segundo tecido mais transplantado do mundo sendo superado pelo
transplante sanguineo. Sdo mais de 2,2 milhdes de enxertos dsseos realizados no mundo e
450.000 nos Estados Unidos por ano. O 0sso autdgeno tem sido o implante de escolha para a
maioria destes procedimentos. Nos Estados Unidos, o 0sso autdgeno é utilizado em
aproximadamente 60% dos enxertos 6sseos em 1996, comparado com 34% de aloenxertos e
7% de outros materiais®.

A parte cortical também deve ser a escolha ao se utilizar material alégeno, pois ao
utilizar apenas o osso cortical minimiza-se o potencial imunogénico em relagdo ao 0sso
alégeno medular, rico em células e material organico, e portanto com maior potencial
imunogénico®. Nos enxertos 6sseos para aumento de rebordo alveolar na Implantodontia,
utiliza-se mais comumente o 0sso cortical, pois além da disponibilidade intra-oral, também
prové maior estabilidade e resisténcia mecanica inicial®.

Os mecanismos biologicos que formam o principio basico para 0s enxertos 0sSse0s
incluem trés processos basicos: osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. A osteogénese
ocorre quando os osteoblastos e células vidveis sdo transplantados como material de enxerto

para dentro do defeito, onde podem estabelecer centro de formagéo 6ssea®®. O tnico material
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de enxerto disponivel com propriedades osteogénicas é o enxerto 6sseo autégeno, sendo o
0ss0 esponjoso sua forma mais eficaz, que fornece a maior concentracéo de células dsseas? .

O enxerto alégeno é considerado essencialmente osteocondutor, propiciando uma
estrutura para migracdo de células, possuindo proteinas morfogenéticas dsseas, que sdo
expressas apos a desmineralizagdo durante remodelacio do 0sso humano®.

Dois requisitos sdo muito importantes para que ocorra a formagdo 6ssea com éxito:
irrigacdo sanguinea e estabilidade mecanica. Estes fatores sdo extremamente dependentes do
cirurgido e acentuam a importancia da correta abordagem cirdrgica e do preparo do leito
receptor?. Acredita-se que o volume do enxerto e a sua colocacdo no leito receptor tém
profundo impacto na quantidade e na qualidade da incorporagdo 6ssea?®%,

A extensdo da formacdo de um novo 0sso entre o enxerto e a juncdo do leito receptor
esta correlacionada & revascularizacdo e ao tempo de cicatrizagdo®.

Para ser considerado como osteocondutivo, um material deve servir como um suporte
estrutural para as células do hospedeiro onde elas podem migrar completamente, aderir e se
diferenciar em células osteogénicas. Nova formacdo Ossea intimamente no arcabouco é o
resultado final mais apropriado do que uma cicatriz tecidual®.

A propriedade de osteoinducao tem sido atribuida as proteinas 6sseas morfogenéticas
(BMPs) e fatores de crescimento, que fazem parte do componente colageno do 0sso que é
mantido intacto durante o congelamento 6sseo na temperatura de -85°C%*°.

A osteoinducdo ¢ a habilidade do enxerto para induzir células tronco ndo diferenciadas
ou células osteoprogenitoras para se diferenciarem em osteoblastos. Esta propriedade tem sido
atribuida as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), a maioria citoquinas da superfamilia
TGF-B, que estdo associadas com o colageno componente do 0ss0™.

O tratamento experimental de deformidades maxilofaciais e craniofaciais com varios
tipos de enxertos passaram por diversos aprimoramentos. O enxerto 0sseo ideal deveria ser
osteoindutivo, para estimular a osteogénese, e osteocondutivo para prover um arcabouco que
estabeleca Otimas condicdes para o crescimento de vasos sanguineos e células com potencial
osteogénico. Estes requisitos sdo adequadamente encontrados nos autoenxertos 0Sseos.
Contudo, a morbidade do sitio doador e o volume limitado, tem estimulado a pesquisa por

materiais substitutos ao 0sso autégeno®: %2,
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2.1.1 O Processo de Incorporacéo dos Enxertos Osseos

Independente do tipo de enxerto 0sseo ocorre diferentes fases até a sua incorporacao
final, que sdo didaticamente dividas em inflamacgdo, revascularizacdo, osseoinducéo,
osseoconducao, e remodelacio®.

Teremos no mesmo enxerto uma mistura de 0sso viavel e 0sso sem vitalidade, que
sera gradualmente substituido por novo 0sso a partir da segunda semana até 0s seis meses.
Areas de neoformacdo e 0sso ndo vital podem coexistir por anos. Uma formagdo 6ssea
significativa normalmente ocorre ap6s 12 semanas, e coincide com a fase de consolidacao da
unido enxerto-hospedeiro®”*,

A incorporacdo pode ser definida como o processo de unido do material enxertado
com o tecido receptor. A incorporacao de um enxerto 6sseo apresenta uma cascata de eventos
similares as fases de consolidagdo de uma fratura®®®.

Ocorre um processo inflamatorio inicial e um aumento da atividade vascular na regido

receptora imediatamente apés a colocacdo do enxerto®?%3034

, mediados por fatores de
crescimento e indutores, principalmente o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e o fator de crescimento de transformacdo B (TGE-B)®*®*". O papel das plaquetas como a
maior fonte de PDGF ressalta a importancia do coagulo sanguineo na regeneracéo dssea®?®.

Pequenas quantidades de o0sso alégeno tendem a ser completamente remodeladas em
humanos. Grandes aloenxertos, como os utilizados na ortopedia, tém incorpora¢do limitada a
formacdo 6ssea superficial’’?®. A remodelacdo geralmente esta restrita a apenas dois a seis
milimetros na interface enxerto-hospedeiro?.

A partir deste momento o enxerto progride para um 0sso maduro e funcional, através
de um ciclo normal de reabsorcéo e aposicao 6ssea”®®.

Apo0s a revascularizacdo do enxerto e reparo quase completo da area, que ocorre por
volta da 4 semana, os macréfagos d&o lugar aos osteoblastos®, numa cascata mediada por
outros fatores quimicos?®®. Ocorre a liberacdo das proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs),
gue agem nas células adjacentes do canal medular e nos pré-osteoblastos, e induzem a
proliferacdo e diferenciacdo destas células em osteoblastos funcionais, que irdo secretar
matriz 6ssea?®.

Um fator primordial é o intimo contato do enxerto com o tecido vascularizado do
hospedeiro para determinar a incorporacdo®. Os espacos entre os fragmentos inibem a

passagem dos sinais moleculares e a criacdo de uma estrutura osteocondutiva®®. A estabilidade
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do enxerto também é essencial, pois a revascularizacdo ndo ird ocorrer em uma superficie
instavel, e a atividade dos osteoblastos s ocorre quando adjacentes a vasos sanguineos®=¢.

O interior do osso cortical ndo é penetrado por vasos sanguineos antes de uma semana.
A velocidade com que o enxerto sera revascularizado dependera do fato de ser medular ou
cortical. A arquitetura porosa do 0sso medular permite uma revascularizagdo mais rapida e
completa do tecido em relacdo ao que normalmente é visto no osso cortical, levando cerca de
duas semanas. No o0sso cortical, diferente do osso medular, o reparo é iniciado por
osteoclastos, e somente apds quatro semanas os osteoblastos aparecem para preencher 0s
espacos>®. As células e os tecidos necrosados sdo removidos pelos macréfagos. Isto cria
espacos e canais para a proliferacdo dos vasos sanguineos do tecido circundante. Sdo estes
vasos que dardo suporte aos elementos celulares adicionais (osteoblastos e osteoclastos). Os
osteoclastos dissolvem o 0sso desvitalizado e os osteoblastos formam o novo 0sso™.

Hipoteticamente estes mesmos processos ocorrem com o 0sso aldgeno, na interface de
unido enxerto-hospedeiro, porém de forma mais lenta, devido a maior reacdo inflamatéria

inicial, menor revascularizagao®*>**

e ao fato do osso alégeno ndo participar da fase inicial
da incorporacdo, por ndo possuir funcdo osteogénica, depende totalmente da area receptora
para fornecer os elementos vitais para esta fase’’ O 0sso alégeno parece agir mais como uma
matriz mineral, que fornece suporte para a migracao e proliferacdo celular®.

No interior do enxerto autdgeno, as células que ndo foram mantidas pela difusdo de
nutrientes através de adequada revascularizagdo, apresentam necrose®. O trauma cirtirgico e a
descorticalizacdo também leva a necrose do osso enxertado. Com a morte celular, ha liberagédo
dos produtos intracelulares. Estes produtos, aliados a uma baixa tensdo do oxigénio e do pH,
servem como quimiotaticos para células osteoprogenitoras indiferenciadas da area
receptora®®=%%®. Por volta do quinto dia ocorre atracdo dos macrofagos, por quimiotaxia, para
a area enxertada. A partir dai, 0s processos reparativos serdo estimulados pelos fatores de
crescimento derivados dos macréfagos (MDGF)**%'.

Se os fatores de crescimento ndo fossem ativados, um aloenxerto Gsseo ndo teria
vantagem biolégica sobre um substituto 6sseo sintético®. Enxertos 6sseos alégenos ou
autogenos induzem vascularizagdo, e mobilizacdo de células osteoprogenitoras provenientes
do tecido mesenquimal do hospedeiro e rapidamente convertem estas em tecido 6sseo®.

O tecido do aloenxerto 0sseo € necrotico, e a incorporacdo com 0 0sso adjacente
ocorre pelo reconhecimento morfoldgico e pela identificacdo de espiculas de 0sso necrético

(sem células nas lacunas de ostedcitos). Este processo denominado “creeping substitution”

mimetiza o caminho em que 0 0ss0 necrotico € reabsorvido e neoformado apds a fratura
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6ssea. Com o aloenxerto a formagédo de novo 0sso ocorre primeiramente abaixo do peridsteo e
na interface entre o enxerto e o hospedeiro. Os enxertos 6sseos e 0s materiais substitutos de
enxertos deveriam ser avaliados através da histologia para definir a biocompatibilidade e as

propriedades bioativas*.

2.2 ENXERTO OSSEO AUTOGENO

O enxerto cortical autégeno, ndo permite difusdo suficiente para sustentar a
sobrevivéncia de nenhuma fragdo de ostedcitos vidveis apos o procedimento, e portanto estes
segmentos ndo sdo realmente osteogénicos, mas provém um substrato osteocondutivo para a
formacéo de osso pelo hospedeiro?’.

O osso autdgeno medular é tido como o Unico enxerto livre realmente osteogénico, ou
seja, carrega um componente celular, formado principalmente por osteoblastos, e assegura
uma répida incorporacdo do enxerto ao leito receptor*’, mas possui fracas propriedades
mecanicas iniciais®®.

Para reconstruir um defeito 6sseo alveolar severo o 0sso autdgeno é a primeira opgao
(gold standard) por oferecer maior previsibilidade de resultado, ndo transmitir doencas e
oferecer completa histocompatibilidade’ %3434,

O osso cortical autdgeno é densamente mineralizado, pouco vascularizado e possui
pequena quantidade celular®. O enxerto autégeno cortical ndo vascularizado possui a
vantagem de fornecer suporte mecanico na area enxertada. O uso do 0sso autdgeno também
elimina o risco de reagdes imunoldgicas, mas de uma maneira geral, em pequenas
reconstrucdes, oferece pouca vantagem em relacdo ao osso cortical alogeno, particularmente
quando a morbidade ¢ considerada ?’. As principais areas doadoras da regi&o intra-oral (mento
e ramo de mandibula) s&o predominantemente formadas por osso cortical?’. Alguns autores,
como Bauer e Muschler (2000)*"; Vaccaro (2002)*, salientam que mesmo no 0sso autégeno,
a maioria das células viaveis da regido doadora necrosam ao serem separadas do suprimento
sanguineo e processadas no leito cirdrgico.

O osso autdgeno medular é tido como o Unico enxerto livre realmente osteogénico, ou
seja, carrega um componente celular, formado principalmente por osteoblastos, e assegura
uma rapida incorporacdo do enxerto ao leito receptor*’, mas possui fracas propriedades

mecanicas iniciais'®2%
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2.3 ENXERTO OSSEO ALOGENO

Durante os primeiros cem anos (1880-1980) de uso de enxertos alégenos, o maior
problema encontrado era a disponibilidade, pois ndo havia legislacdo que protegesse o
processamento e os doadores. Durante os outros vinte anos (1980-2000), o maior problema
passou a ser a seguranca. Evitar a transmisséo de doencas se tornou primordial. Os testes
sanguineos mais sensiveis, e o grande esforco dos bancos de tecidos em desenvolver
mecanismos de limpeza e remocdo de agentes infecciosos ajudaram a proporcionar
transplantes 6sseos seguros. A maior preocupacao agora é a eficacia dos enxertos 6sseos*®.

Através de acompanhamento por testes enzimaticos, foi demonstrado que os enxertos
alégenos sdo fracamente imunogénicos, desde que todo o tecido mole circundante e 0 0sso
medular sejam removidos®.

Segundo a American Academy of Orthopaedic Surgeons (AAQS) as vantagens do
aloenxerto 6sseo proveniente de cadaver € que o0 0sso estd disponivel de varias formas e
tamanhos, evitando a necessidade de sacrificar estruturas do hospedeiro e a morbidade do
sitio doador”’.

Se os fatores de crescimento ndo fossem ativados, um aloenxerto 6sseo ndo teria
vantagem biolégica sobre um substituto 6sseo sintético®®. Os aloenxertos 6sseos sdo usados
nas cirurgias reconstrutivas nao so por suas propriedades osteoindutoras, mas principalmente
as osteocondutoras. Assim, 0 arcabouco mineral 0sseo preservado dos enxertos sera
preenchido por osteblastos do receptor. Logo, a perda da viabilidade celular demonstrada, ndo
contra-indica a utilizacdo dos aloenxertos ap0s a criopreservacgdo, pois 0s enxertos 0sseos nao
dependem de células vivas para ter utilidade clinica e sim da matriz 6ssea®.

As vantagens em se utilizar osso alégeno incluem: maior disponibilidade Ossea,
eliminacdo de uma segunda regido operada para remogdo de 0sso autdgeno, prevengdo de
morbidade na regido doadora, menor custo no tratamento quando comparado com a remocao
de enxertos extra-orais*.

A incorporacdo do 0sso aldgeno, na interface de unido enxerto/hospedeiro, ocorre de
forma mais lenta, devido & maior reagdo inflamatéria inicial e menor revascularizacao® %24,

O componente celular de um aloenxerto € comumente inativado por congelamento, ou
removido por um processo quimico/mecanico que visa prevenir uma resposta imunologica
aguda. Se um aloenxerto contendo células osteogénicas for utilizado, pode ocorrer uma

resposta imunoldgica de rejeicdo ao material implantado e resultar na sua destruic&o®®.
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O atraso na incorporacgdo é atribuido ao fato do osso alégeno nédo participar da fase
inicial da incorporacdo, por ndo possuir funcdo osteogénica, depende totalmente da &rea
receptora para fornecer os elementos vitais para esta fase*’. O 0sso alégeno parece agir mais
como uma matriz mineral, que fornece suporte para a migragéo e proliferacéo celular®.

O componente celular de um aloenxerto é comumente inativado por congelamento, ou
removido por um processo quimico/mecénico que visa prevenir uma resposta imunoldgica
aguda. Se um aloenxerto contendo células osteogénicas for utilizado, pode ocorrer uma
resposta imunoldgica de rejeicdo ao material implantado e resultar na sua destruic&o®®.

As células mesenquimais osteoprogenitoras possuem afinidade de ligacdo com 0 0sso
alégeno, mas os procedimentos de desinfeccdo e esterilizacdo do 0sso alégeno influenciam
tanto positivamente quanto negativamente o0s processos de adesdo, proliferacdo e
diferenciacéo celular®.

Um aloenxerto, por definicdo, é algum tecido coletado de um individuo e implantado
em outro da mesma espécie. Formas estruturais e fragmentadas sdo disponibilizadas e
preparadas através de congelamento ou liofilizacdo. Este enxerto permite uma armacéo
estrutural ou arcabouco para o tecido do hospedeiro crescer, e consequentemente fazendo um
aloenxerto ostecondutivo’.

Se aloenxertos frescos contendo células osteogénicas sdo implantados, o hospedeiro
responde com rejeicdo aguda ao aloenxerto e contra 0 componente celular, resultando em sua
destruicdo e potencial para danos colaterais para a matriz™.

As propriedades osteoindutivas dos aloenxertos sdo infimas. Existe a expectativa apds
a implantacdo de uma resposta imune do hospedeiro. O congelamento ou liofilizacdo do
aloenxerto é crucial para minimizar esta reacdo, mesmo que propriedades fundamentais do
material possam ser alteradas. Embora o risco de transmissdo de doengas durante a
implantacdo de aloenxertos seja raro, ela existe e ndo é inconsequente. De acordo com a
Associacdo Americana de Bancos de Tecidos, ndo houve casos de transmissdo de HIV
relatados em mais de dois milhdes de casos usando aloenxerto 6sseo em cinco anos’.

As biopsias realizadas no momento da colocacdo dos implantes evidenciaram no
exame histolégico a deposicdo de novo 0sso e até mesmo auséncia de residuos do material
enxertado®™**,

Devido aos inconvenientes da remog¢édo do 0sso autégeno, como a morbidade de uma
segunda &rea cirurgica para a remocdo do enxerto, é crescente o interesse por materiais
alternativos. O o0sso alégeno, também denominado homdgeno, obtido de um doador, surge

como uma alternativa’. Com o advento dos bancos de tecidos e a ampliacdo e melhora das
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técnicas de preservacdo, é maior a disponibilidade dos enxertos alégenos®, facilitando a

utilizacdo em cirurgias de reconstrucdo e implantodontia®®,
2.3.1 Processamento do Aloenxerto Osseo

O potencial imunogénico altera-se conforme o preparo recebido pelos enxertos. Os
enxertos frescos causam reacdes imunes inaceitaveis a sua aplicacdo clinica. O congelamento
destes diminui de forma consideravel esta resposta imune do hospedeiro, preservando as
propriedades biomecénicas e osteoindutivas do enxerto. A associagdo de congelamento e
desidratacdo, como na liofilizagdo, diminui ainda mais a resposta imune, porém a custa de
alteracBes biomecanicas indesejaveis®. Portanto quanto mais agressivo o processamento
menos frequente e menor é a intensidade da resposta imunolégica®.

Os aloenxertos corticais sdo osteocondutivos e proporcionam imediato suporte
estrutural. Os aloenxertos preservados com congelamento profundo mantém suas
propriedades materiais e podem ser implantados imediatamente apds o descongelamento,
enguanto os aloenxertos liofilizados podem ser fridveis e fragilizar na tor¢cdo e dobramento, e
devem sempre ser reidratados antes da implantagdo™".

Técnicas de esterilizacdo como a exposicdo a irradiacdo gama e oxido de etileno
diminui significativamente o risco de transmissdo de infec¢Bes, mas subsequentemente
diminui as propriedades osteoindutivas do enxerto’. Devido & perda de resisténcia mecanica o
osso liofilizado e irradiado esta indicado somente para o preenchimento de cavidades na
forma triturada®.

O conteudo colageno do osso alégeno é mantido intacto durante o congelamento a —
85°C e é tido como uma rica fonte de fatores de crescimento e proteinas dssea morfogenéticas
(BMPs) assim como a matriz do leito receptor 6sseo sadio. O risco infeccioso para o receptor
pode ser diminuido por meio de testes sorologicos dos doadores, descarte de material que
produza cultura bacteriolégica positiva, manipulacdo do enxerto sob condigcdes assépticas e
esterilizaco, seja por radiacéo ou 6xido de etileno®.

O processamento de osso aldgeno visando a seguranca pode levar a associagdo de
problemas em suas propriedades mecanicas, osteoconducdo e osteoindugdo. Osteoinducdo e
resisténcia sdo propriedades criticas nos aloenxertos 0sseos. O peroxido de hidrogénio (H20,)
¢ um oxidante quimico com o potencial de comprometer a osteoindutividade e proteinas

osseas estruturais®.
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A base para o processo de conservacdo é a reducdo da agua livre a niveis criticos. O
congelamento profundo pode ser utilizado para imobilizar a 4gua livre®.

As células mesenquimais osteoprogenitoras possuem afinidade de ligagdo com 0 0sso
alégeno, mas os procedimentos de desinfeccdo e esterilizacdo do osso alégeno influenciam
tanto positivamente quanto negativamente o0s processos de adesdo, proliferacdo e
diferenciacéo celular®.

Aloenxertos 6sseos podem ser obtidos de humanos vivos e cadaveres, sdo processados
através de congelamento, liofilizacdo, autoclavagem, desproteinizacdo e descalcificacdo. O
decréscimo da antigenicidade do enxerto através do congelamento ou remoc¢do de sangue e
contetdo celular influéncia no sucesso. Aloenxertos 6sseos, liofilizados, desmineralizados, e
congelados podem ser utilizados para reconstrucdo de defeitos 0sseos em cirurgia oral e
maxilofacial®.

A parte cortical também deve ser a escolha ao se utilizar material alégeno, pois ao
utilizar apenas o osso cortical minimiza-se o potencial imunogénico em relacdo ao 0sso
alégeno medular, rico em células e material organico, e, portanto com maior potencial
imunogénico®. Nos enxertos 6sseos para aumento de rebordo alveolar na Implantodontia,
utiliza-se mais comumente o 0sso cortical, pois além da disponibilidade intra-oral, também
prové maior estabilidade e resisténcia mecanica inicial®.

Modelos animais tém demonstrado que a persisténcia de células aprisionadas nas
lacunas dos ostedcitos de aloenxertos 0sseos congelados podem ainda sensibilizar um
hospedeiro. A maioria dos estudos em humanos que comparam os resultados clinicos e
histol6gicos com antigeno de leucocito humano tipificado ndo demonstrou uma reagdo imune
importante clinicamente relacionada ao uso de aloenxertos 6sseos congelados em humanos*..

O congelamento causa expansao nas areas ocupadas pelas células e seus nucleos. A
agua contida no citosol e nucleo experimentam uma dilatagdo térmica com a reducdo da
temperatura que resulta na expanséo e ruptura das membranas celular e nuclear. A necrose
dos osteocitos, resultante da dilatacdo da &gua durante o congelamento, ndo deve ser
entendida como um fenémeno indesejado, pois a principal funcdo do osso cortical é prover
um arcabouco para a formagdo de novo 0sso e, além de assegurar a resisténcia mecénica ao
enxerto®,

A validade de estocagem do osso fresco congelado a temperatura de -20°C é de um
ano e a temperatura de -70°C é de cinco anos. A validade do osso liofilizado é indefinida®.
Pode-se afirmar que a temperatura de -70°C é mais efetiva do que a temperatura de -20°C na

necrose de células 6sseas. Embora num longo tempo de congelamento a -20°C podem ocorrer
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resultados similares, porém pode ndo ser um protocolo seguro para reduzir a
imunogenicidade. A necrose tecidual neste tratamento esta fortemente associada a formacéo
de gelo dentro das celulas e matriz extracelular. A criopreservacdo com congelamento

profundo (-70°C) reduz substancialmente o potencial antigénico do tecido 6sse0®*.

2.3.1.1 Portaria do Ministério de Estado da Saude

Portaria n® 1686/GM em 20 de setembro de 2002:

O Ministro de Estado da Salde, no uso de suas atribuicbes legais,Considerando as
disposicdes contidas no item Il do Artigo 4° e nos Artigos 8° e 20 do Decreto n.°
2.268, de 30 de junho de 1997, que regulamenta a Lei n® 9.434, de 04 de fevereiro
de 1997;Considerando a necessidade de incrementar a disponibilidade de tecidos
musculoesqueléticos para utilizacdo no tratamento de diversas doengas do aparelho
locomotor e outras patologias; Considerando a necessidade de garantir que 0s
tecidos musculoesqueléticos a serem utilizados em transplantes, sejam captados,
avaliados, processados, estocados e disponibilizados dentro de padrdes técnicos e de
qualidade que a complexidade do procedimento requer; Considerando a necessidade
de regulamentar, em geral, e estabelecer normas no ambito do Sistema Unico de
Saude - SUS para a criagdo, autorizagcdo de funcionamento e cadastramento de
Bancos de Tecidos Musculoesqueléticos, e Considerando a necessidade de dispor
sobre a captacdo, protegdo ao doador e ao receptor, coleta, processamento,
estocagem, distribuicdo e transplante de tecidos musculoesqueléticos e de coibir que
tais préaticas sejam realizadas, em todo o territorio nacional, seja por pessoas fisicas
ou juridicas, em carater eventual ou permanente, por Servigos que estejam em
desacordo com o ordenamento estabelecido nesta Portaria, resolve:

[]

Art. 3° Estabelecer para os Bancos de Tecidos Musculoesqueléticos as seguintes
competéncias/atribuicoes:

[-]

j - Estabelecer programas de ensino, pesquisa e desenvolvimento tecnolédgico nas
dreas de interesse de banco de tecidos e transplante de tecidos
musculoesqueléticos.™

2.4 ENXERTO OSSEO TRITURADO E EM BLOCO

As técnicas de reconstrucdo do processo alveolar dos maxilares foram evoluindo. Em
se tratando de reconstrucdo dos processos alveolares dos maxilares, as técnicas de enxertia
Ossea empregadas sdo ditadas pelo tipo de defeito a ser reconstruido e, em funcéo deste, pela
forma como o material é empregado. Podemos utilizar o tecido 6sseo na forma de blocos ou
particulado. Em blocos, temos onlays para ganho em espessura ou altura, e na forma
particulada, inlays para preenchimento de defeitos 6sseos irregulares ou cavidades como 0s
seios maxilares ou fossas nasais'?.

O osso particulado e em bloco séo utilizados nas reconstrucdes 6sseas em defeitos dos

maxilares, nas reabilitacdes com implantes dentarios. O potencial osteogénico dos enxertos
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0sseos autdgenos é superior a de aloenxertos e xenoenxertos devido & sua capacidade para
liberar fatores de crescimento osteoindutoras e proporcionar uma superficie natural
osteocondutora para adesdo celular e crescimento™.

Os enxertos 0sseos autdgenos particulados podem ser compostos por 0sso cortical,
medular ou cortico-medular, podendo ou ndo ser associados a materiais alégenos e
aloplasticos”.

Pallesen (2002)°® em seu estudo realizou defeitos 6sseos bicorticais na calvaria de 15
coelhos (4 defeito em cada coelho). Dois defeitos foram preenchidos particulas pequenas (0,5
a 2mm) ou particulas grandes (10 mm) de osso autégeno. Além disso, um defeito foi deixado
sem preenchimento (controle negativo). Os animais foram divididos aleatoriamente em
grupos de 3 e sacrificados apo6s 1, 2 e 4 semanas, respectivamente. Ndo houve diferencas
significativas na area total da superficie entre os 3 grupos. O volume total de novo 0sso
formado em defeitos com pequenas particulas era maior e mais maduro em comparagdo com
defeitos com grandes particulas apds 2 e 4 semanas. Além disso, a reabsorcdo de pequenas
particulas foi mais pronunciada apds 4 semanas, mostrando um nivel mais elevado de
substituicdo 6ssea em comparacdo com particulas de grandes dimensdes. Os estagios iniciais
de regeneracdo 6ssea foram influenciados pelo tamanho das particulas de enxertos 6sseos
autdgenos. As particulas de 0,5 a 2 mm de tamanho s&o mais indicadas que as particulas de 10
mm para enxerto 0sseo.

Miron et al. (2011)% realizaram um estudo in vitro, onde particulas de 0sso autégeno
foram coletadas por quatro técnicas comumente utilizadas, e comparadas quanto a sua
capacidade para promover uma resposta osteogénica. Osteoblastos primarios foram isolados e
semeados em enxertos 0sseos autdgenos preparados a partir das mandibulas de porcos da
india, com um triturador 6sseo, piezo-surgery®, raspador 6sseo e broca de perfuracio 6ssea.
As culturas de osteoblastos foram comparadas quanto a sua capacidade para promover a
ligagdo de células, proliferacdo e diferenciagdo. Apos 4 e 8 horas, 0 numero de células foi
significativamente mais elevado com as amostras do triturador 6sseo e do raspador 0sseo em
comparagdo com os que foram obtidos por broca de perfuracéo 0ssea e piezo-surgery. Padrdes
semelhantes foram consistentemente observados até 5 dias. Além disso, os osteoblastos
semeadas nas amostras do triturador 0sseo e do raspador expressaram niveis
significativamente elevados de RNAm, de colageno, osteocalcina, e osterix a 3 e 14 dias e

produziu mais tecido mineralizado como avaliado por coloragdo com vermelho de alizarina.

¥ Mectron s.p.a. Carasco (GE) - Italia
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Estes resultados sugerem que as particulas maiores de enxerto 6sseo produzidas por triturador
0sseo e por técnicas de raspagem 0ssea tém um maior potencial osteogénico do que 0 0sso em
pasta obtido com broca 6ssea e 0sso obtido pelo piezo-surgery. O 0sso alégeno para enxertos
é utilizado pelo menos desde os anos 70 para correcdo de deformidades maxilofaciais'’, com
resultados bastante semelhantes & enxertia autdgena, mas com reabsorcéo e incorporagdo mais
lentas™®.

Acredita-se que o volume do enxerto e a sua colocacdo no leito receptor tém profundo
impacto na quantidade e na qualidade da incorporacdo 6ssea, pois grandes volumes demoram
mais para incorporar ou ndo s&o totalmente incorporados?®2%°*,

A partir da década de 90, os implantes de titdnio e proteses sobre implantes
comecaram a ser relacionados com os enxertos alégenos em bloco® 10482963,

O planejamento reverso é a base do tratamento atual com implantes dentarios, em que
0 posicionamento ideal da coroa protética visando a melhor funcdo e estética é que vai
determinar o posicionamento do implante'®. Em virtude deste planejamento, areas onde
seriam instalados implantes de pequeno didmetro inclinados, numa posicao desfavoravel
comprometendo a protese e a estética, se fazem necessario a colocacdo de blocos de enxertos
6sseos aposicionais para posteriormente instalar os implantes na posicdo ideal™' 48496467

No estudo de Keith et al. (2006)", com abrangéncia de 73 pacientes e 82
reconstrucdes alveolares, constatou-se o sucesso de 93% dos blocos em 12 meses, e 99% dos
implantes, em um periodo de 25 a 36 meses apds a colocacdo de carga. Apesar do maior
potencial imunogénico do osso alégeno o pos-operatdrio dos pacientes foi menos traumatico
em relacdo a enxertia autdgena, e 0s casos que apresentaram falhas pareciam estar
relacionados com erro de técnica ou infeccdo bacteriana e ndo por reacdo imunoldgica. Nao
houve grandes diferencas clinicas ou radiograficas em relagdo a enxertia autégena.

O aloenxerto 6sseo em bloco processado por congelamento profundo associado a
LLLT apresentou incorporacéo na interface com o hospedeiro, remodelacdo 6ssea moderada,
preenchimento parcial das lacunas osteociticas, menor infiltrado inflamatério nos periodos
iniciais e maior deposicdo de fibras colagenas que o grupo controle. Sendo uma alternativa
para o tratamento de defeitos 6sseos™.

Spin-Neto et al. (2010)° avaliaram a incorporagdo de enxertos 6sseos em bloco,
autogenos e homadgenos em humanos, através de avaliacdo tomografica. Para tal, tomografias
de dez pacientes (cinco tratados com enxertos 6sseos homdgenos e cinco com enxertos 6sseos
autdgenos), obtidas previamente a cirurgia de enxerto, aos 14 e aos 180 dias pds-operatorios,

foram avaliadas em relacdo a espessura, altura e densidade ésseas. Através de andlises
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estatisticas, os resultados demonstraram similaridade entre a espessura e a densidade 6ssea
obtida nos grupos tratados com enxerto 6sseo autégeno e homdgeno. Concluiram que o
enxerto de 0sso homdlogo apresentou, sob um ponto de vista tomografico e 180 dias de
seguimento, caracteristicas semelhantes ao enxerto 0sseo autdgeno, tendo proporcionado e
mantido um aumento de espessura capaz de permitir a reabilitacdo com implantes

osseointegraveis.
2.5 LASERTERAPIA
2.5.1 Aplicacdes Clinicas

Lievens (1991)° destaca a aplicacdo do laser terapéutico na cirurgia, afirmando que as
areas irradiadas no poés-operatério mostraram uma regeneracdo mais rapida dos vasos
linfaticos, maior aporte microcirculatorio e, consequentemente, menor edema por facilitar o
equilibrio das pressdes hidrostaticas de filtracdo e absorcéo.

Gutknecht e Eduardo (2003)%, indicam que o laser terapéutico de baixa intensidade
promove uma coagulacdo mais rapida, menor desconforto pos-operatorio e cicatrizacdo mais
rapida no tratamento de caries dentarias, menor dor e tempo para formacdo da dentina. O laser
terapéutico tende a promover quando em gengivites, dor pouco intensa, menor sangramento e
cicatrizacdo mais rapida.

A laserterapia auxilia o profissional a proporcionar ao paciente um pds-operatorio
mais confortavel, com menor edema e equimose além de baixo indice de manifestacéo
dolorosa, pois possui agdo terapéutica aumentando a microcirculacdo e menor tempo para

reparar o tecido’.
2.5.2 Efeitos da Laserterapia na Osteogénese

A célula tem um limiar de sobrevivéncia, segundo o tecido onde esta localizada e seu
estado fisioldgico. Quando se trabalha respeitando este limiar oferecendo uma baixa poténcia
de energia, estimulamos a membrana celular e suas mitocéndrias. Dessa forma, o laser, estara
induzindo a célula a biomodulagéo, ou seja, trabalhara buscando um estado de normalizacédo
da regido afetada, denominado laserterapia’.

O laser de baixa poténcia produz uma radiacdo que é absorvida pelos tecidos,

provocando efeitos diretos (bioquimicos, bioelétricos, bioenergéticos) e efeitos indiretos
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(estimulo de microcirculagdo, trofismo celular, efeitos analgésico e antinflamat6rio) que
estimulam a osteogénese’.

A cicatrizacdo tecidual é um processo complexo que envolve respostas locais e
sistémicas. O processo de cicatrizacdo de feridas envolve diversos tipos de células, enzimas,
fatores de crescimento e outras substancias. O uso de laserterapia de baixa poténcia para a
cicatrizacdo de feridas tem demonstrado ser efetiva na modulacdo das respostas locais e
sistémicas’.

O uso do diodo de laser de arseneto de galio-aluminio teve um crescimento nos
ultimos anos. Este tipo de laser é conhecido por ter uma grande profundidade de penetracdo
em comparagdo com outros tipos, e isto oferece aos clinicos uma ferramenta de penetracdo
nos tecidos de grande eficiéncia. Foi relatado que a alta penetracdo observada em 820-840 nm
poderia ser devido & baixa absorgdo da agua neste comprimento de onda’.

Com as caracteristicas peculiares como coeréncia, monocromaticidade e
unidirecionalidade, o laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) se
diferencia totalmente da luz natural. Dessa maneira, ocorre o desenvolvimento de
basicamente dois grupos de lasers: os lasers de alta poténcia de energia e os lasers de baixa
poténcia de energia, também denominados lasers terapéuticos. A laserterapia auxilia o
organismo a regular seus processos bioldgicos colaborando com a regeneracao,
restabelecendo o equilibrio, chegando entdo, a cura de uma forma mais ordenada e, na
maioria das vezes, mais rapida. Os efeitos bioldgicos observados e hoje comprovados pela
estimulacdo com laser incluem ativacdo na producdo de ATPs, auxilio na multiplicacdo de
fibras de colageno, formacéo de enzimas especificas, auxilio ao sistema linfatico, beneficios
no desenvolvimento de novos vasos sanguineos (microcirculacdo), aumento significativo na
sintese de protefnas e DNA®"".

Karu (1987)"° e Karu et al. (2001)" afirmaram que o laser terapéutico de baixa
poténcia constitui-se em uma terapia nao-térmica, capaz de promover alteracdes teciduais e
celulares ocasionadas por diferentes tipos de ativacbes metabdlicas, como por exemplo:
aumento da atividade nas mitocéndrias e na bomba soOdio-potassio, aumento da
vascularizagéo e na formacgao de fibroblastos, resultando em um incremento no processo de
recuperacao e/ou cicatrizacdo tecidual com caracteristicas ndo-invasivas. A energia dos fotons
absorvidos nédo é transformada em calor, mas, sim, em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou
fotobiolgicos nas células e nos tecidos irradiados’”.

A laserterapia com comprimento de onda no espectro infravermelho mostrou-se como

um estimulante na proliferacdo osteoblastica, na deposicdo de coldgeno e na neoformacéo
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Ossea, desde que, aplicados nos momentos iniciais da reparacdo 6ssea, com predominancia da
fase proliferativa celular. As respostas vasculares a laserterapia tém sido sugeridas como
possiveis mecanismos responsaveis pelos resultados clinicos positivos observados.
Permanece incerto o mecanismo pelo qual se desenvolve a estimulacdo 0ssea, sugerindo ser
um efeito sisttmico ou uma estimulacdo isolada dos osteoblastos®’. E provavel que a
regeneracdo Ossea seja dependente ndo apenas da dose de energia total da radiacdo laser, mas
também do tempo e da forma de radiacdo®""®.

O efeito da laserterapia de baixa poténcia como adjuvante na cicatrizacdo de feridas
estd comprovado em numerosos estudos clinicos e experimentais. Recentemente o foco de
interesse tem se voltado para a influéncia da laserterapia na cicatrizagdo dos tecidos duros, em
especial com o aumento da regeneracéo 6ssea’”.

Na fase proliferativa do reparo 6sseo, que ocorre nos primeiros dias, o osteoblasto esta
em intensa atividade de sintese, apresentando formato cubdide com prolongamentos
celulares, citoplasma baséfilo, nicleo excéntrico e nucléolo proeminente®®. A ultra-extrutura
de um osteoblasto é compativel com a de uma célula que sintetiza proteinas, apresentando
abundante reticulo endoplasmatico rugoso e muitas lamelas do complexo de golgi,
relacionadas com a sintese e 0 processamento dos componentes da matriz 6ssea. Também
estdo presentes numerosas mitocondrias, vesiculas do sistema endossémico-lisossdmico e
grande quantidade de vesiculas de secrecdo contendo, sobretudo colageno tipo 138,

A laserterapia é uma modalidade de tratamento clinico que resulta em efeitos nao
termais sobre os tecidos e cujos efeitos biolégicos promovem um leve aumento na
temperatura (ndo maior que 1°C). A magnitude deste efeito depende do status fisiol6gico das
células e/ou do estégio clinico prévio a irradiacéo™.

Os estudos in vitro de células de calvaria em camundongos demonstraram que eles
ndo manifestam estimulo para a radiacéo a laser apos 14 dias devido aos osteoblastos estarem
maduros®. A laserfotobiomodulacio é pouco detectavel a partir de 30 dias ap6s o tratamento,
devido ao fato que durante os estagios iniciais de cicatrizacdo 6ssea o0 componente celular é
mais proeminente e mais propenso a ser afetado pela luz laser. Mais tarde a matriz 6ssea é o
principal componente de cicatrizacdo ¢Ossea. Este € o motivo pelo qual a frequéncia de
aplicacdo do laser é efetiva quando conduzida durante a fase celular, em que o nimero de
osteoblastos est4 aumentando®"®,

A compreensdo dos fendmenos que envolvem a interacdo entre os diversos lasers e
tecidos baseia-se principalmente no entendimento das reacbes que podem ser induzidas

nesses tecidos. Dentre os aspectos fisicos a serem considerados estd 0 comprimento de onda
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(A). E importante ser lembrado que cada tipo de meio ativo resulta na producio de um raio
laser com comprimento de onda especifico, e que cada comprimento de onda reage de
maneira diferente com cada tecido. Outro fator a ser considerado é a densidade de poténcia,
que regula a quantidade de energia entregue aos tecidos. Além desses fatores fisicos, temos
também que considerar alguns fatores temporais, como por exemplo, a forma de emisséo da
luz; se esta € de forma continua e pulsatil ou desencadeada; a taxa e a duracdo da pulsagéo.
Deve-se ainda considerar se séo utilizadas fibras de contato ou néo, ou se o raio é focado ou
desfocado™*"#,

Foi observado que os efeitos da laserfototerapia sdo dose dependente. A dose de
irradiacdo ou densidade de energia é um dos mais importantes parametros em laserterapia. A
dose correta da irradiacdo influencia os resultados encontrados. Se a dose for muito baixa
pode nado ser efetiva, assim como, uma dose extremamente alta pode, até mesmo, ter efeitos
inibitorios®*,

Nd& hd um consenso de como calcular a dose em laserterapia, devido a
fotobiomodulacdo obtida ndo estar limitada pela area que recebe o feixe de luz, mas também
ocorre nas areas proximas a irradiag&o®".

Obradovic, Kesic e Pesevska (2009)*° realizaram uma revisdo da literatura sobre
laserterapia de baixa poténcia e a influéncia do reparo 6sseo e a incorporacao de biomateriais.
Concluiram que ainda € dificil comparar os estudos sobre a acdo da laserterapia na
incorporacdo de biomateriais devido aos modelos experimentais e a duracdo dos tratamentos
serem muito distintos. Embora, possa ser concluido que a laserterapia pode oferecer
vantagens em termos de recuperacdo periodontal, funcionalidade 6ssea e incorporacdo de
biomateriais. O desenvolvimento da tecnologia laser representa talvez uma das mais
promissoras modalidades de tratamentos para aumentar a incorporacdo de biomateriais e para
preparar um adequado sitio para o implante. A laserterapia de baixa poténcia como um fator
de estimulacdo Ossea, podera ser usada pelos cirurgides dentistas para auxiliar e melhorar a
qualidade Gssea quando fatores predictivos negativos de incorporagdo e osseointegracdo sao

identificados.

2.5.3 Estudos Sobre Laserterapia na Regeneracdo Ossea

O objetivo do estudo de Dortbudak, Haas e Mallath-Pokorny (2000)** foi determinar o
efeito da irradiagdo continua de ondas de laser de diodo sobre os osteoblastos derivados de
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células mesenquimais da medula déssea de ratos. Trés grupos, com 10 culturas cada, foram
irradiados em trés tempos (3, 5 e 7 dias) com um laser de baixa poténcia com um
comprimento de onda de 690 nm por 60 segundos num total de 4,8 J/cm?. Outros trés grupos,
com 10 culturas, foram usados como controle. Foi utilizado um método empregando um
medicamento a base de tetraciclina fluorescente, para comparar o crescimento 6sseo destes
substratos de cultura aos 8, 12 e 16 dias. Como resultados obtiveram que as culturas com
tratamento com laser demonstraram significativamente maior deposicdo de osso fluorescente.

O objetivo do estudo de Silva et al. (2002)"” foi avaliar morfometricamente a
quantidade de novo osso formado pela irradiagdo com laser de AsGaAl (A 830 nm) em feridas
cirGrgicas criadas no fémur de ratos com aproximadamente 1 cm?® Foram utilizados neste
estudo 40 ratos Wistar que foram divididos em quatro grupos com 10 animais em cada: grupo
A (12 sessbes, 4,8 Jicm? por sessdo, dose total 57,6 J/cm?, tempo de observacdo de 28 dias);
grupo C (trés sessdes, 4,8 J/cm? por sesséo, dose total de 14,4 J/cm?, tempo de observagéo de
7 dias); os grupos B e D atuaram como controles ndo irradiados. A morfometria
computadorizada demonstrou uma diferenca significativa das areas de mineralizacdo dos
grupos C e D (sete dias). Nao houve diferencas entre os grupos A e B (28 dias). Concluiram
que sob condicBes experimentais a laserterapia de baixa poténcia aumenta o reparo 6sseo nos
estagios precoces de cicatrizagdo.

Dortbudak, Haas e Mallath-Pokorny (2002)®® conduziram um estudo para avaliar os
efeitos da irradiacdo de baixa energia a laser sobre o0s ostedcitos e reabsorcdo 6ssea no sitio
do implante. Demonstraram que a viabilidade dos ostedcitos era significativamente maior nas
amostras que foram submetidas a irradiacdo a laser imediatamente ap6s a perfuracdo e apos a
instalacdo do implante, quando comparado com os locais de controle. Isto pode ter um efeito
positivo na integracdo de implantes, grau de reabsorcdo Gssea, em contraste, ndo foi afetado
pela irradiacdo a laser.

Nicola et al. (2003)%" estudaram a atividade de células 6sseas apds a laserterapia de
baixa poténcia na area da cirurgia. Os fémures de 48 ratos foram perfurados (1 mm de
didmetro x 2 mm de profundidade), 24 foram irradiados e 24 serviram de controle. O grupo
irradiado foi tratado com laser de AsGaAl de A 660 nm, 10 J/cm? de radiagdo por sess&o no
2°, 4° 62 8° dias apds a cirurgia, com um total de 40 J/cm? de energia. Os animais foram
sacrificados com 5, 15 e 25 dias. Foram realizadas analises histomorfométricas. Os resultados
demonstraram um aumento no grau de aposicdo mineral e na superficie de osteoblastos nos
grupos irradiados. Encontraram um aumento na superficie de osteoclastos principalmente nos

cinco dias apds a cirurgia nos animais irradiados. A atividade osteoclastica pode influenciar
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posteriormente a atividade osteoblastica e vice-versa. Os osteoblastos e osteoclastos tém uma
interacdo hormonal. A matriz Ossea libera uma proteina que estimula a formacéo
osteoclastica, que é luz-dose dependente. Concordando com isto, 0s autores encontraram um
aumento dos osteoclastos aos cinco e 15 dias, que explica a grande superficie de osteoclastos
e superficie erosionada aos 25 dias. Isto também pode explicar os maiores niveis de
reabsor¢do nos animais irradiados. O grande desenvolvimento de indices de reabsor¢do aos
25 dias estd diretamente proporcional aos indices de estimulacdo de formacgdo no estagio
intermediario (25 dias). Os resultados com a laserterapia de baixa poténcia demonstraram que
as atividades nas células Osseas ao redor dos locais injuriados a atividade osteoclastica
aumenta. Concluiram que a laserterapia de baixa poténcia usada no periodo inflamatorio do
processo de reparo 0sseo, aumenta a atividade celular normal (reabsor¢édo e formacao).

O estudo de Pinheiro et al. (2003)% teve como objetivo avaliar histologicamente o
efeito da laserterapia de baixa poténcia (LLLT) (A 830 nm) no reparo de defeitos dsseos
padronizados (3 mm) no fémur de 24 ratos Wistar albinus que foram submetidos a implantes
com 0sso bovino inorganico Gen-ox®. Trés grupos aleatoriamente formados foram
estudados: grupo | (controle, n=6); grupo Il (Gen-ox®, n=9); e grupo Ill (Gen-ox® + LLLT,
n=9). Os animais foram irradiados a cada 48 horas durante 15 dias, sendo que a primeira
irradiacdo foi realizada imediatamente apds a cirurgia. Os animais foram irradiados
transcutaneamente em quatro pontos em volta do defeito 6sseo. Em cada ponto a dose de 4
Jlcm? era aplicada (@~0.6 mm, 40 mW) e a dose total por sess&o era de 16 J/cm?. A dose total
foi de 128 J/cm?. Os animais foram sacrificados por uma overdose de anestesia geral aos 15,
21 e 30 dias apds a cirurgia. Apds a anélise histolégica os resultados mostraram evidéncia de
um reparo 0sseo mais avancado nos espécimes irradiados em relagdo aos néo irradiados. O
reparo nos espécimes irradiados foi caracterizado por uma maior neoformagdo déssea, bem
como por uma maior proliferacdo de fibras coldgenas no interior do defeito ja a partir de 15
dias apds a cirurgia, também considerando a capacidade osteocondutiva do Gen-ox®.
Conclui-se que a laserterapia de baixa poténcia resultou num efeito de biomodulagdo positiva
sobre o reparo do defeito dsseo submetido a implante de 0sso bovino inorganico.

Com o objetivo de investigar a eficiéncia da terapéutica da irradiacdo do laser (He-Ne;
A 632,8 nm) e do 0sso organico bovino Bio-Oss® na reparacdo de lesdes dsseas Rochkind et
al. (2004) produziram cavidades com brocas de 3 mm de didmetro em processos alveolares de
mandibula de 29 ratos machos Wistar. Os animais foram divididos em quatro grupos: G1
(controle lado esquerdo 0sso intacto e lado direito defeito dsseo); G2 (Bio-Oss®); G3 (Laser

He-Ne); G4 (Bio-Oss® + Laser He-Ne). O laser foi aplicado por 20 minutos diariamente por
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14 dias consecutivos. A dose total ndo foi relatada no estudo. Ap6s duas semanas 0s animais
foram sacrificados. As pecas Osseas foram analisadas pela técnica de espectroscopia no
infravermelho e por um indice de mineralizacdo. O indice de mineralizacdo foi maior no
grupo em que foi utilizado o Bio-Oss® em combinacdo com a laserterapia de baixa poténcia,
seguidos pelo grupo que recebeu somente a laserterapia, depois pelo grupo que recebeu
somente o Bio-Oss® e finalmente pelo grupo controle.

No estudo de Khadra et al. (2004)"* o objetivo foi investigar o efeito da laserterapia de
baixa poténcia com laser de diodo de AsGaAl (A 830 nm) na cicatrizagdo de implantes de
titnio. O tempo de cicatrizacdo foi de oito semanas. Dois discos de implante com didmetro de
6,25 mm e altura de 1,95 mm foram implantados na cortical 6ssea de cada tibia proximal de
12 coelhos (n=48). A laserterapia de baixa poténcia foi usada imediatamente ap0s a cirurgia e
a cada dois dias por 10 dias. Os animais foram sacrificados ap6s oito semanas de cicatrizagéo.
A média de forga tensional mensurada em Newton no grupo irradiado foi de 14,35N e no
grupo teste foi de 10,27N, sugerindo um ganho na integracdo. A avaliacdo histomorfométrica
sugere que o grupo irradiado teve um maior contato osso-implante que o grupo controle. A
porcentagem de célcio e fdésforo foi significativamente maior no grupo irradiado quando
comparados com o grupo controle. Os resultados deste estudo sugerem que um aumento da
resisténcia mecénica na interface pode ser devido a laserterapia de baixa poténcia com
AsGaAl. Pode ser um efeito observado devido a um aumento na velocidade metabdlica,
resultando em um processo mais rapido de reparo.

O efeito do laser diodo (AsGaAl; A 830 nm) no processo de reparo de defeitos 6sseos
criados em ratos submetidos a implante de osso bovino liofilizado (matriz organica) (Gen-
0x®), associadas ou ndo a membrana biologica de osso bovino liofilizado desmineralizado
(Gen-derm®), foi avaliado histologicamente por Gerbi et al. (2005)®°. Foram criados defeitos
cirurgicos padronizados de 3 mm de diametro nos fémures de 42 ratos divididos em 5 grupos:
grupo | (controle n=6); grupo Il (Gen-ox® n=9); grupo Il (Gen-ox + Laser n=9); grupo IV
(Gen-ox® + Gen-derm® n=9); grupo V (Gen-ox® + Gen-derm® + Laser n=9). Os animais
dos grupos irradiados receberam 16 J/cm? por sessdo dividido em quatro pontos em volta de
cada defeito (4 J/cm?) iniciando a primeira irradiacdo imediatamente apés a cirurgia e repetida
7 vezes a cada 48 horas, perfazendo um total de 128 J/cm? Os animais foram sacrificados
com 15, 21 e 30 dias. Os resultados demonstraram que, nas feridas cirurgicas irradiadas,
ficaram evidenciadas maior concentragdo de fibras colagenas, no inicio do periodo (15 dias) e
maior neoformacdo dssea, com um trabeculado mais denso e organizado, no final do periodo

(30 dias), quando comparados com os grupos ndo-irradiados. Concluiram que ha um efeito
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positivo biomodulativo no processo de cicatrizacdo de defeitos Gsseos associados ou ndo ao
uso de 0sso organico bovino liofilizado e membrana biolégica bovina liofilizada no fémur de
ratos.

O efeito da irradiacdo com laser de baixa poténcia (AsGaAl — A 670 nm) no reparo
6sseo de fémures de ratos foi investigado por Merli et al. (2005)*. Foram utilizados 10 ratos,
sendo realizadas um defeito 6sseo de 2 mm de didmetro em cada fémur (um total de 20
defeitos 6sseos). Os fémures do lado esquerdo receberam 3 J/cm? no transoperatorio (antes da
sutura) e ap6s a sutura foram irradiados mais 6 J/cm? no lado esquerdo. No mesmo animal o
fémur do lado direito foi observado como controle. O laser foi aplicado novamente da mesma
forma (6 J/cm?) nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. A dose total foi de 27 J/lcm? Os ratos
foram sacrificados apds 14 dias e os resultados foram analisados usando um método
histomorfométrico quantitativo, que revelou um acumulo mais rapido de novo 0sso reparativo
nos defeitos dsseos dos fémures irradiados.

Lopes et al. (2005 e 2007)* ' em dois estudos onde foram colocados implantes na
tibia de coelhos, observaram resultados semelhantes com uma maior concentracdo de
hidroxiapatita de calcio nos grupos em que foi realizada a fotobiomodulacdo (A 830 nm sete
sessdes de laser com 48 h de intervalos, 21.5 J/lcm? por sessdo, 10 mW e 86 J/cm? de dose
total de tratamento na pesquisa publicada em 2005. E A 830 nm sete sessoes de laser com 48 h
de intervalos, 86 J/cm? por sessdo, 10 mW e dose total de 602 J/cm? na pesquisa publicada em
2007). A andlise foi realizada através niveis moleculares com Raman Espectroscopia. Apds
15 dias da cirurgia, ndo houve diferencas significativas entre os grupos controle e irradiados
em relacdo a concentracdo de hidroxiapatita de calcio. Isto pode ser o resultado, do fato que,
durante os estagios precoces da reparacdo, a atividade osteoblastica é determinada pela
proliferacdo e a deposicdo de hidroxiapatita de célcio inicia mais tarde, o que resulta na
formacédo de osso imaturo, ainda pobre em hidroxiapatita de calcio. Nos grupos com 30 dias
eram significativamente maiores as concentragfes de hidroxiapatita de calcio nos grupos
irradiados. Isto representa o aumento na habilidade de mais osteoblastos maduros para
secretar hidroxiapatita de calcio nos grupos irradiados, enquanto que nos grupos controle a
proliferacdo celular ainda esta ocorrendo. A deposicao de hidroxiapatita de calcio representa a
maturacdo Ossea. Os resultados destes estudos indicam que a laserterapia de baixa poténcia
aumenta a concentracdo de hidroxiapatita de calcio no 0sso, e € indicativo de maior
resisténcia O6ssea e as diferencas observadas entre os grupos irradiados e controles s&o
provavelmente devido a escolha de um comprimento de onda de maior penetragcdo (A 830 nm)

e a habilidade para aumentar a atividade em nivel celular, com um aumento da sintese de
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ATP, diferenciagdo osteoblastica precoce e a liberagdo de fatores de crescimento. Os autores
concluiram que a fotobiomodulacdo com laser infravermelho aumenta a reparagdo 6ssea.

A influéncia da radiacdo laser AsGaAl (A 830 nm) no processo de cicatrizacdo de
enxertos 6sseos autdgenos em ratos foi avaliado histologicamente por Weber et al. (2006)*.
Foram utilizados 60 ratos Wistar e criados defeitos 0sseos padronizados divididos quatro
grupos: G1 (controle); G2 (Laser no leito cirargico); G3 (Laser no enxerto); G4 (Laser no
leito cirdrgico e no enxerto). A dose por sessdo foi de 10 J/cm? (fracionada em quatro pontos
de 2,5 J/cm? cada) e foi aplicado no leito cirlrgico (G2 e G4) e no enxerto 6sseo (G3 e G4).
A irradiacdo a laser foi aplicada no transoperatdrio no leito cirdrgico e nos enxertos. Apés
foram aplicadas a mesma dose a cada 48 horas durante 15 dias. Portanto os grupos G2 e G3
receberam uma dose total de 80 J/cm? e o grupo G4 recebeu 90 J/cm?. Os animais foram
sacrificados com 15, 21 e 30 dias. Foi realizado analise histoldgica descritiva e semi-
quantitativa. Nos grupos em que o laser foi aplicado no leito cirtrgico no transoperatério (G2-
G4), a reabsorcdo 6ssea foi mais intensa. A neoformacédo déssea foi também mais significante
tanto quantitativamente como qualitativamente, confirmando os efeitos de biomodulacdo da
laserterapia de baixa poténcia.

Com o objetivo de avaliar, por meio de andlise histolégica e histomorfométrica
computadorizada, a biomodulacdo do processo de reparo Gsseo nas regides de peridsteo,
enddsteo e medula 6ssea® confeccionaram defeitos 6sseos de 2,5 mm em fémures de 27 ratos,
sendo que 14 foram submetidos a radiacdo com laser diodo infravermelho (AsGaAl; A 830
nm), e 13 serviram como controle sem irradiacdo. Os animais foram sacrificados com 7, 15 e
21 dias e as doses totais de radiacdo foram respectivamente de 24, 48 e 66 J/cm?. Os
resultados obtidos demonstraram que, nos grupos em que o laser foi aplicado a atividade de
remodelagdo Ossea foi quantitativamente maior, com maior maturagdo da matriz 0ssea
orgénica e padrdes de osteogénese avangados, nos periodos iniciais do experimento. Além
disso, segundo a analise histomorfométrica, a biomodulacdo déssea positiva evidenciada nos
grupos irradiados apresentou maior média de trabeculado 6sseo quando comparada aos grupos
ndo submetidos a laserterapia de baixa poténcia. O mapeamento morfométrico evidenciou a
producdo de estimulos biomoduladores positivos com maiores médias de trabéculas 6sseas,
maiores graus de osteogénese na regido do peridsteo. Nas regides do endosteo e medula 0ssea
a laserterapia nao foi eficaz. O maior potencial de penetracéo, estimulacdo e aceleracdo da
consolidacdo Gssea ocorreu na regido periostal e na regido cortical do defeito 6sseo. Os
resultados permitiram concluir que, a laserterapia de baixa poténcia no protocolo estabelecido
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atua como biomoduladora 6ssea em regido de peridsteo, podendo ser utilizada como
coadjuvante no processo de reparo 4sseo.

Para avaliar as caracteristicas microscopicas do efeito do laser diodo infravermelho
(AsGaAl; A 830nm), aplicado no periodo de ativagdo e consolida¢do de mandibulas
submetidas a distracdo osteogénica submeteram dezoito ovelhas a procedimento cirurgico
para colocagdo de distrator 6sseo em regido de mandibula do lado esquerdo, sendo divididos
em trés grupos: 1 — Controle; 2 — Irradiacdo de laser no periodo de ativacdo; 3 — Irradiacdo de
laser no periodo de contencdo. As irradiacdes foram feitas em cinco sessdes em dias
alternados, com doses de 4,0 J/cm? em quatro pontos pré-determinados, somando 16 J/cm? por
sessd0, com uma dose total de 80 J/cm?. Ap6s quatro dias de laténcia no pés-operatério, 10
dias de ativacdo do distrator (1 mm/dia) e 21 dias de contencdo os animais foram sacrificados
e as pecas removidas para analise microscopica histoldgica descritiva. Os resultados
demonstraram que os grupos irradiados apresentaram maior disposicdo de trabéculas dsseas
mineralizadas em relag¢do ao grupo controle, contudo, no Grupo 2 foi observada a presenca de
tecido cartilaginoso. Concluiram que o laser atuou de forma mais favoravel quando utilizado
no perfodo de consolidacdo, apds o alongamento 6sse0®.

Foi realizado um estudo experimental por Jakse et al. (2007)"° com o objetivo de
avaliar se a laserterapia de baixa poténcia aumenta a regeneracao Gssea e a osseointegracdo de
implantes dentais em enxertos de seio maxilar. Doze ovelhas foram utilizadas neste estudo
sendo realizados 24 levantamentos de assoalho do seio maxilar e enxerto com 0sso medular
da crista iliaca. A insercdo dos implantes foi realizada ap6s quatro semanas (seis ovelhas) e
apos 12 semanas (seis ovelhas). Dezesseis semanas apds o segundo estagio de cirurgia 0s
animais foram sacrificados. Unilateralmente, o seio enxertado e durante o segundo estagio das
cirurgias dos sitios dos implantes eram irradiados no transoperatério e trés vezes na primeira
semana pos-operatoria com um laser diodo (A 680 nm, 75 mW). A média de densidade de
energia por irradiacdo foi de 3-4 J/lcm® Bidpsia da area do enxerto foi obtida durante a
cirurgia de implante e apés o sacrificio dos animais. Foram realizadas analises
histomorfométricas. Ndo foi confirmado um efeito positivo da laserterapia na regeneracéo
Ossea com um enxerto medular no seio maxilar. Possivelmente a laserterapia tem um efeito
positivo na osseointegracdo de implantes dentais inseridos ap6s 0 aumento 6sseo sinusal, pois
apos quatro semanas foi demonstrada a média de 31,3% de osso periimplantar no lado
controle, e 36,5% no lado teste, e apos 12 semanas havia a média de 27,9% de tecido 0sseo
periimplantar no lado controle, enquanto que o lado teste apresentava 32,4%. Quanto a

porcentagem de lacunas contendo osteocitos nas paredes dos seios maxilares: apds quatro
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semanas foram encontradas média de 41,8% (variando de 27,4% a 63,24%) no lado controle,
e de 48,6 % (de 32,54% a 69,24%) no lado irradiado. Apds 12 semanas foram encontrados a
média de 54,6% no lado controle (de 22,15% a 69,24%) a 57,9% (45,95% a 70,91%) no lado
irradiado. A analise histomorfométrica indicou um leve impacto positivo laserterapia na
porcentagem de ostedcitos nas lacunas dsseas.

Com o objetivo de investigar histologicamente os efeitos da fotobiomodulagdo (A 790
nm) no reparo de enxertos 6sseos Torres et al. (2008)** dividiram 24 ratos Wistar em quatro
grupos onde realizou defeitos 6sseos de 5 mm no fémur: grupo | controle; grupo Il
laserfotobiomodulacdo e enxerto 6sseo; grupo Il proteinas 6sseas morfogéneticas (BMPs) e
enxertos 6sseos; grupo 1V laserfotobiomodulacdo no leito ésseo e enxerto 6sseo + BMPs.
Quando o leito estava apropriado o grupo BMPs foi coberto com 0sso bovino liofilizado e
BMPs usados com ou sem membranas de regeneracdo dssea guiada. Os animais dos grupos
irradiados receberam 10 J/cm? por sessdo dividida em quatro pontos em volta do defeito (2,5
Jlcm? por ponto), com a primeira irradiacdo imediatamente ap6s a cirurgia e repetida a cada
48 horas num total de oito vezes (G Il) e nove vezes (G IV). As doses totais foram de 80
Jlem? (G 1) e 90 J/cm? (G 1V). Os animais foram sacrificados apés 40 dias. Foi realizado
andlise histoldgica e microscopica semi-quantitativa. Os resultados demonstraram que em
todos os grupos tratados, a nova formagédo 6ssea era maior e quantitativamente melhor que no
grupo ndo tratado. O grupo controle demonstrou um reparo inferior. Concluiram que
laserfotobiomodulacdo teve um efeito positivo biomodulatério na cicatrizacdo de defeitos
0sseos, e isto era mais evidente quando a irradiacdo é realizada no leito cirtrgico no
transoperatério. Observaram também um efeito positivo quando comparado com o grupo
controle e principalmente quando foi utilizado enxerto 0sseo autdégeno juntamente com a
fotobiomodulagéo.

Pinheiro et al. (2009)®® realizaram um estudo com o objetivo de investigar através de
analise histologica descritiva e semi-quantitativa os efeitos do laser de fotobiomodulacéo no
reparo de defeitos cirirgicos de 3 mm criados nos fémures de ratos. Quarenta e cinco ratos
foram divididos em quatro grupos: grupo | (controle); grupo Il (laser de fotobiomodulagdo A
830 nm, 40 mW - LBPM); grupo Il (regeneragdo Ossea guiada com hidroxiapatita- HA
GBR); grupo IV (HA GBR +LPBM). Os animais nos grupos irradiados foram submetidos a
uma primeira irradiacdo imediatamente apds o término da cirurgia, e isto foi repetido a cada
dois dias por 15 dias, perfazendo sete aplicacBes com a dose total de 112 J/cm? Os animais
foram sacrificados com 15, 21 e 30 dias ap0s a cirurgia. Quando foram comparados 0s grupos

Il e 1V, o grupo IV aos quinze dias apresentou um reparo mais rapido. Aos 30 dias 0s
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resultados foram similares para os grupos irradiados e néo irradiados. O estudo sugere que a
terapia de fotobiomodulacéo a laser pode ter um efeito positivo na cicatrizacdo precoce de
defeitos 6sseos combinado com hidroxiapatita (HA) e regeneracdo 0ssea guiada (GBR).

AboElsaad et al. (2009)* investigaram a influéncia do laser de baixa poténcia de A 830
nm de arseneto de galio-aluminio (AsGaAl) (ondas continuas de 40 mW e 4 J/cm? com
densidade total de energia de 16 J/cm?) na cicatrizacdo de defeitos infra-6sseos em humanos
tratados com material de enxerto de vidro bioativo. Vinte pacientes com periodontite cronica
e defeitos infra-6sseos foram incluidos no estudo. Foram tratados 20 defeitos com vidro
bioativo e irradiacdo com laser durante o procedimento cirdrgico e nos dias 3, 5 e 7 de p0s-
operatério. No lado contralateral foram tratados 20 defeitos somente com vidro bioativo.
Sondagem clinica da profundidade de bolsa, insercdo clinica, e radiografias periapiacais
padronizadas foram registradas como valor padrdo e apos trés e seis meses de pds-operatdrio.
Apos trés meses houve uma diferenca estatistica significante entre os sitios com laserterapia e
sem laserterapia nos parametros investigados. Embora, apds seis meses, ndao foram
observados diferencas. Os resultados confirmaram os efeitos positivos do laser de baixa
poténcia na aceleracdo da cicatrizacdo dos defeitos periodontais, principalmente nos periodos
iniciais.

Campanha et al. (2010)* realizaram um estudo com o objetivo de observar a
influéncia do laser infravermelho de baixa poténcia (A 830 nm) no valor do torque de remogao
de implantes sem estabilidade inicial instalados em tibia de coelho. O modelo animal utilizado
foram 30 coelhos brancos da raca Nova Zelandia (Oryctolagus Cuniculos). Foram instalados
implantes de superficie usinada com liberdade rotacional na tibia de cada coelho. Eles foram
distribuidos de forma aleatoria em dois grandes grupos, ndo irradiados e irradiados com laser
(sete aplicacOes de 86 Jlem? cada sessdo, com uma dose total de 602 J/cm?), os quais se
subdividiam em trés grupos, de acordo com o dia em que foram sacrificados — 15, 30 ou 45
dias. Os valores dos torques foram obtidos através de um torquimetro digital axial, o qual
promovia um contra-torque. Foram obtidas as medias e os desvios-padrdo de cada grupo,
sendo utilizado o Teste t de Student, para comparacdo entre grupos laser e controle.
Observou-se um significativo (p = 0,05) aumento nos torques de remocgdo dos implantes
irradiados com laser com 15 e 30 dias comparativamente aos grupos controle. Aos 45 dias ndo
foram observadas diferencas significativas. Neste estudo observou-se uma contribuicdo da
laserterapia na osseointegracdo dos implantes sem estabilidade inicial, principalmente nos

estagios precoces da cicatrizagdo dssea.
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Valiati (2011)™® em seu estudo analisaram aloenxertos e autoenxertos em bloco na
calvaria de 12 coelhos brancos da raca Nova Zelandia (Oryctolagus Cuniculos) divididos em
quatro grupos: dois grupos com laserterapia de baixa poténcia (aloenxerto e autoenxerto) e
outros dois grupos controles (aloenxerto e autoenxerto) sem irradiacdo. Os animais foram
mortos com 35 dias (n=6) e 70 dias (n=6). Os parametros de energia empregados foram:
aplicacdo de laser de diodo (AsGaAl) — comprimento de onda de 830nm - de 4 J/cm? em
quatro pontos da calota craniana perfazendo um total de 16 J/cm? por aplicacdo. A dose total
do tratamento ap6s as oito aplicaces foi de 128 J/cm?. Neste estudo houve um aumento da
deposicao de fibras colagenas, da remodelagdo dssea e um menor infiltrado inflamatério nos
grupos irradiados nos aloenxertos aos 35 dias quando comparado ao grupo controle alégeno.
Ocorreu um efeito positivo qualitativo da laserterapia de baixa poténcia, acelerando o
processo de osteogénese, incorporacdo e remodelacdo de aloenxertos e autoenxertos 0sseos

em bloco.
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3 METODOLOGIA

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto desta pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC)
sob protocolo de n° 1.13.08 (ANEXO A); pelo Departamento, Comissdo de Pesquisa,
Conselho de Centro e Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade do Estado
de Santa Catarina (UDESC) (ANEXO B); pela Comisséo Cientifica e de Etica da Faculdade
de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) sob o n°
0032/09 (ANEXO C) e pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da PUCRS sob o registro
CEUA 09/00137 (ANEXO D).

Neste trabalho foram observadas as Normas para o Uso Cientifico de Animais,
conforme a Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, respeitando-se também os Principios
Eticos na Pesquisa Experimental, determinados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL).

3.2 CARACTERIZACAO

A pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pds-graduacdo em Odontologia, area de
concentracdo CTBMF, da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica do
Rio Grande do Sul (PUCRS), como parte integrante da Linha de Pesquisa de Laser em
Odontologia.

3.3 MODELO ANIMAL E ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

O presente estudo foi desenvolvido com 24 coelhos brancos da raca Nova Zelandia,
espécie Oryctolagus cuniculus, da ordem Lagomorpha, género Oryctolagos, machos, adultos
jovens, com aproximadamente 10 meses de idade, com peso médio entre 4,0Kg a 5,0Kg cada.

Durante o planejamento e a elaboracdo do projeto de pesquisa, uma das principais
duvidas é saber o valor do n (tamanho da amostra) necessario para o estudo. Apesar desta
pergunta ser muito freqliente, as dificuldades em se obter um célculo amostral adequado s&o

muitas e raramente encontra-se uma resposta precisa.
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E preciso fornecer informacBes que dependam de estudos anteriores, dados de
literatura e do conhecimento sobre o fendmeno que serd estudado. Um bom pesquisador deve
saber que um calculo de amostra nao depende apenas de “parametros estatisticos”, tais como
o nivel de significancia a ¢ o poder do teste. Mais importantes do que estes parametros sao as
informacgdes que devem ser fornecidas com base no conhecimento clinico, como por exemplo,
estimativas sobre a variabilidade da medida de interesse e a diferenca considerada
clinicamente relevante que se deseja detectar (muitas vezes chamada de “tamanho do efeito”).

Convem refletir sobre a real necessidade de um calculo que utiliza apenas teoria
estatistica sem levar em conta outras questdes importantes, tais como dificuldades logisticas
na obtencdo dos dados. Nem sempre o calculo baseado em alfas, betas, etc. € possivel ou
imprescindivel.

O tamanho da amostra deve ser justificado com base em outros estudos, pois o célculo
por meio de formulas exige informacGes referentes a variabilidade da varidvel de interesse e
sobre qual a diferenca entre os parametros com relevancia clinica.

Quando se utiliza testes ndo paramétricos, ha uma dificuldade na determinacdo do
tamanho das amostras, pois 0s mesmos sdo aplicados para distribuicGes livres (ndo normais),
podendo ter alta variabilidade e amostras pequenas.

Portanto, para determinacdo do tamanho da amostra deste estudo com modelo
experimental coelho, optou-se por assumir o0 nimero em 10 para cada grupo e 4 para 0 grupo
doador alégeno, baseando-se nos estudos de Reis et al. (2008)* e Rocha et al. (2009)*, nos
quais 0 “n” de cada grupo, seja teste ou controle, ficou estabelecido entre 08 e 15. Estas
pesquisas foram realizadas para estudar a cicatrizacdo de feridas com a associacdo da
laserterapia de baixa poténcia e todas elas apresentaram resultados estatisticamente
significativos.

A manutencdo dos animais foi feita sob condicgBes satisfatorias, com temperatura,
umidade e iluminacdo adequadas, no Setor de Cunicultura da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC) seguindo a rotina do mesmo. Os animais permaneceram em gaiolas
individuais apropriadas ao tamanho de cada animal e suspensas, que evita 0 contato direto

com urina e fezes. A dieta foi instituida com racéo especifica para a espécie e dgua ad libitum.

3.3.1 Coelhos Doadores dos Enxertos Osseos

Foram utilizados quatro coelhos como doares do tecido 6sseo em que foram retirados

seis blocos 0sseos da calvaria de cada coelho com 8mm de didametro cada bloco, totalizando
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vinte e quatro blocos 6sseos os quais foram triturados e distribuidos proporcionalmente em
vinte frascos que ap6s o congelamento profundo serviram como aloenxertos 6sseos triturados.

Os enxertos 0sseos triturados utilizados neste experimento provenientes da calvaria de
coelhos séo ossos classificados como chatos, que apresentam duas camadas de osso cortical
que delimitam uma regido central de 0sso esponjoso, que entre suas trabéculas aloja a medula

6ssea™.
3.3.2 Coelhos Receptores dos Enxertos Osseos Triturados

Os vinte animais receptores passaram por um periodo de adaptacdo de 72 horas, e
foram distribuidos aleatoriamente para compor os grupos de acordo com o tratamento
(laserterapia, controle positivo e negativo) e com o periodo de cicatrizacdo e morte dos
animais (35 ou 70 dias).

Foram formados os seguintes grupos nos modelos experimentais com aloenxertos
triturados implantados no defeito critico de 8mm de didmetro do lado direito da calota
craniana de cada animal: cinco animais tratados com aloenxerto 6sseo triturado e laserterapia
com 35 dias de cicatrizacdo; cinco animais tratados com aloenxerto 6sseo triturado e sem
laserterapia com 35 dias de cicatrizacdo (controle); cinco animais tratados com aloenxerto
Osseo triturado e laserterapia com 70 dias de cicatrizacdo; cinco animais tratados com
aloenxerto ésseo triturado e sem laserterapia com 70 dias de cicatrizacdo (controle).

Além destes grupos, foram formados grupos de controle negativo (com o coagulo
sanguineo) na regido anterior da sutura sagital e centro frontal da calvaria e grupos de controle
positivo (com 0sso autdgeno triturado) no lado esquerdo da calvaria dos mesmos animais dos
aloenxertos e da mesma forma: cinco animais tratados com autoenxerto 0sseo triturado e
laserterapia com 35 dias de cicatrizagdo; cinco animais tratados com autoenxerto Gsseo
triturado e sem laserterapia com 35 dias de cicatrizagdo; cinco animais tratados com
autoenxerto 6sseo triturado e laserterapia com 70 dias de cicatrizagdo; cinco animais tratados
com autoenxerto 0sseo triturado e sem laserterapia com 70 dias de cicatrizagdo. O 0SSO
autogeno foi o 0sso proveniente dos defeitos e foi triturado no trans-cirrgico com triturador
6sseo”. O grupo do controle negativo (codgulo sanguineo) foi dividido da seguinte maneira:

cinco animais tratados com laserterapia com 35 dias de cicatrizacdo do defeito dsseo; cinco

* Triturador 6sseo desenvolvido pelo projeto de pesquisa intitulado: “Projeto de Particulacdo 6ssea para enxerto
dentario” com ndmero de contrato 12388/2008-9 financiado pela FAPESC (Fundagdo de Apoio a Pesquisa
Cientifica e Tecnoldgica do estado de Santa Catarina).
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animais tratados sem laserterapia com 35 dias de cicatrizagdo do defeito 6sseo; cinco animais
tratados com laserterapia com 70 dias de cicatrizacdo do defeito 6sseo; cinco animais tratados

sem laserterapia com 70 dias de cicatrizacdo do defeito 6sseo (Tabela 1).

Tabela 1: Organizacdo dos Grupos Experimentais

Tioo de NUmero de
Grupos P Tipo de Enxerto Dias de Numero de Animais
Tratamento ~
Incorporacio
Controle . .
Al6geno 35dias — Aloenxerto triturado 35 dias 5 coelhos
5 coelhos (mesmo coelho
AU tg%?‘tor%lg dias — Af:ﬁﬁ?;;gto 35 dias grupo Controle Al6geno
g 35dias)
Coaaulo 5 coelhos (mesmo coelho
Controlg 35dias — Coégulo sanguineo 35 dias do grupo Controle
Albgeno 35dias)
Laser Laserterapia Aloenxerto triturado 35 dias 5 coelhos
Albgeno 35dias
5 coelhos (mesmo coelho
Laser . Autoenxerto . a
. . Laserterapia : 35 dias grupo Laser Al6geno
Autogeno 35dias triturado .
35dias)
Coaaulo 5 coelhos (mesmo coelho
gulo Laserterapia Coéagulo sanguineo 35 dias do grupo Laser Alégeno
Laser 35dias .
35dias)
,Controle . - Aloenxerto triturado 70 dias 5 coelhos
Alogeno 70dias
5 coelhos (mesmo coelho
g:ontrole . — Aut_oenxerto 70 dias grupo Controle Al6geno
Autdgeno 70dias triturado -
70dias)
Coaaulo 5 coelhos (mesmo coelho
Controlg 70dias — Coégulo sanguineo 70 dias do grupo Controle
Albgeno 70dias)
LEe? . Laserterapia Aloenxerto triturado 70 dias 5 coelhos
Albgeno 70dias
5 coelhos (mesmo coelho
Laser " Autoenxerto . B
2 " Laserterapia : 70 dias grupo Laser Alogeno
Autogeno 70dias triturado .
70dias)
Coaaulo 5 coelhos (mesmo coelho
gulo Laserterapia Coagulo sanguineo 70 dias do grupo Laser Algeno
Laser 70dias 70dias)

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO NOS ANIMAIS DOADORES

Para a realizagcdo desta pesquisa foram obedecidos os principios de biosseguranca e
controle de infec¢do. Os procedimentos cirargicos foram realizados no Hospital Veterinario
da UDESC.

As cirurgias ocorreram de forma independente, sobre uma bancada protegida por um

campo de mesa estéril descartavel e trocado, juntamente com 0s materiais e instrumentais
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cirargicos, a cada animal. Os animais foram submetidos a um periodo de jejum alimentar de 5
horas e hidrico de 3 horas previamente ao procedimento experimental. Foi realizada
tricotomia da regido da cabeca localizada entre a regido frontal, parietal e a zigomatica para o
procedimento cirdrgico; além da regido do pavilhdo auricular dorsal, para canulacdo da veia
marginal da orelha.

Na sala de pré-anestesia, apds a afericdo do peso, parametros clinicos como frequéncia

respiratoria, cardiaca e tempo de perfusdo capilar os animais foram pré-medicados com

0®5 ®6) ’

Tiletamina + Zolazepam (Zoletil 100™) na dose de 20mg/Kg e Xilazina (Anasedan
3mg/kg administrados por via intramuscular. Apds o efeito da medicagdo pre-anestésica 0s
animais foram posicionados em decubito esternal sobre colchdo térmico ativo sendo a veia
marginal da orelha canulada com cateter 24G para administracdo de soro fisioldgico 0,9% a 6
gotas/minuto. A manutencao da anestesia foi realizada através de uma mascara acoplada a um
sistema sem reinalacdo de gases com administracéo de Isoflurano (Isoforine®’) 1 a 1,5 CAM
(concentracédo alveolar minima) diluido em oxigénio a 100%, com fluxo de 2L/min, através de

um vaporizador universal (Oxygel®®

). Foi realizada também a anestesia infiltrativa com 0,5ml
de lidocaina (2%) (Xylestesin®) sem vasoconstritor na regido frontopariental.

®10) e

A antissepsia da pele foi realizada com polivinilpirrolidona-iodo a 1% (Povidine
0s campos cirdrgicos estéreis isolaram a area operatoria.

A incisdo foi realizada com espessura total até o periésteo com lamina n°15 com
aproximadamente 5cm sobre a sutura sagital e centro do frontal (Figura 1) e apds foi realizada

a disseccéo dos tecidos moles com descolador freer (Golgran®) (Figura 2).

> Virbac Saude Animal, Sao Paulo, SP-Brasil

® Vetbrands Saude Animal, Paulinia, SP-Brasil

" Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP-Brasil

® Oxygel®, S&o Paulo, SP-Brasil

% Cristalia Produtos quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP-Brasil

19 johnson & Johnson do Brasil Ind. e Com. Prod. para a Satde Ltda, S3o Paulo, SP-Brasil
1 Golgran, Sao Paulo, SP-Brasil
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Figura 1: Incisdo Sobre a Sutura Sagital e Centro do Frontal

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Figura 2: Disseccdo dos Tecidos Moles com Descolador Freer

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Nos coelhos doadores a ostectomia para a retirada dos blocos da calota craniana foi

®12) e peca-de-méo reta (Kavo®) com rotagdo de

®13

realizada com um motor cirdrgico (Kavo
800rpm e com uma broca trefina de 8 mm (Neodent™ ") sob irrigacdo abundante com soro

fisiolégico (Figura 3).

Figura 3: Ostectomia para a Retirada dos Blocos da Calota Craniana

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

O bloco de enxerto 6sseo foi cuidadosamente elevado com um descolador freer

(Golgran®) mantendo a integridade da dura-mater e do cérebro (Figura 4).

12 Fabrica Kavo do Brasil Ind. Com. Ltda, Joinville, SC-Brasil
13 Neodent, JJGC IndUstria e Comércio de Materiais Dentarios S/A, Curitiba, PR-Brasil
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Figura 4: Enxerto Osseo Sendo Retirado Mantendo a Integridade da Dura-Mater e do Cérebro

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Foram retirados seis blocos ésseos da calota craniana de cada coelho doador (Figura
5), totalizando 24 blocos para aloenxertos ¢sseos, 0s quais foram triturados.
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Figura 5: Calota Craniana de Coelho Doador, apds a Retirada dos Seis Blocos Osseos

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Os blocos ésseos aldgenos retirados foram lavados copiosamente com soro fisioldgico
0,9% e removidos todos os tecidos moles aderidos, realizou-se a trituracdo dos 0ssos com
triturador 6sseo™ o tamanho das particulas 6sseas geradas pelo triturador sio macroparticulas
gue variam de 1 a 2 mm de tamanho (Figura 6), as particulas Osseas foram entdo
acondicionados em embalagens estéreis e congelados a -70 graus centigrados em freezer
apropriado e mantidos em congelamento profundo por 30 dias antes das cirurgias de enxerto.

¥ Triturador ésseo desenvolvido pelo projeto de pesquisa intitulado: “Projeto de Particulagdo 6ssea para enxerto
dentario” com ndmero de contrato 12388/2008-9 financiado pela FAPESC (Fundacdo de Apoio a Pesquisa
Cientifica e Tecnoldgica do estado de Santa Catarina).
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Figura 6: a) Triturador Osseo e Cuba com S.F 0,9% com Blocos Osseos Submersos; b)
Lamina do Triturador Osseo e Osso Triturado

WA

a) b)
Fonte: FAPESC 12388/2008-9%°

A morte dos quatro coelhos doadores alégenos foi subseqiiente ao procedimento, o

protocolo de morte constituiu associacdo de cetamina 50 mg/kg associado a 1mg/Kg de
diazepan seguido de 600mg de cloreto de potéssio por via intravenosa na veia marginal da
orelha.

Ap6s 30 dias de congelamento dos ossos alégenos triturados, os coelhos receptores
foram anestesiados da mesma forma e os procedimentos de inciséo e descolamento do retalho
foram os mesmos.

Os enxertos aldgenos triturados foram retirados das embalagens estéreis e
descongelados com soro em temperatura ambiente. Da regido mais anterior da calota foi
retirado com a broca trefina de 8 mm um enxerto em bloco autégeno o qual foi triturado para
servir como controle positivo da incorporagdo 0ssea, e este foi adaptado no lado esquerdo da
mesma forma o 0sso triturado alégeno foi adaptado com descolador de freer compactando ao
maximo o enxerto no defeito do lado direito da calota para obter uma melhor estabilidade
(Figura 7).

!> Triturador 6sseo desenvolvido pelo projeto de pesquisa intitulado: “Projeto de Particulagio 6ssea para enxerto
dentario” com nimero de contrato 12388/2008-9 financiado pela FAPESC (Fundagdo de Apoio a Pesquisa
Cientifica e Tecnoldgica do estado de Santa Catarina).
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Figura 7: 1) Enxerto Triturado Autogeno; 2) Al

g -l

6geno e 3) Con

< NG Sy

trole Negativo

'x_",'

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Apos irrigacdo abundante, com soro fisiologico, para a limpeza do leito operatorio, a
ferida cirdrgica foi fechada em um plano tecidual, com sutura no local com fio de nylon 5-0
Ethicon®'®, de modo continuo.

Foi instituido antibioticoterapia com enflorafloxacina por via intramuscular na dose de
5mg/Kg a cada 24h. A analgesia pos-operatéria foi instituida com meloxicam 0,1mg/kg a
cada 24h. Em casos em que os animais manifestassem dor intensa uma dose de resgate com
tramadol 2mg/Kg"’ foi administrado.

O procedimento foi repetido de forma idéntica para todos 0s animais.

Ap0s o término das cirurgias, que foram realizadas por um Unico operador, 0s animais
permaneceram no biotério da UDESC, sob cuidados dos pesquisadores e orientacdo de

Médicos Veterinarios.

16 Johnson & Johnson do Brasil Ind. e Com. Prod. para a Satde Ltda, Sio Paulo, SP-Brasil
7 Tramadon® 50mg/ml, Cristalia Produtos quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP
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3.5 PROTOCOLO LASERTERAPIA NAO ABLATIVA

Imediatamente, ao término da cirurgia os grupos L (laser) receberam a irradiacdo com
laser infravermelho, e posteriormente a cada 48 horas uma nova aplicacdo, durante 14 dias,
totalizando oito aplicagdes.

Os grupos C (Controle) foram submetidos a uma falsa irradiacdo com o aparelho
desligado, para simular o estresse da contencao.

Os parametros de energia empregados foram: aplicacdo de laser de diodo de arseneto
de gélio e aluminio (AsGaAl) — comprimento de onda de 830nm - de 4 J/cm? na poténcia de

100 mW, em modo continuo (Thera Lase®®

) em 4 pontos com a ponteira num angulo de 90°
a 0,5 cm anterior, posterior, lateral esquerda e lateral direita das areas enxertadas, perfazendo
um total de 16 J/cm? por aplicagdo. A dose total do tratamento apés as oito aplicacdes foi de

128 J/lcm?.

3.6 MORTE DOS ANIMAIS E REMOCAO DAS AMOSTRAS

A morte dos animais foi realizada com cinco animais de cada grupo (laser e controle)
nos periodo de 35 dias (cinco semanas) e cinco animais de cada grupo (laser e controle) no
periodo de 70 dias (10 semanas) ap0s a realizacdo dos enxertos. O protocolo de morte foi a
associacdo de Tiletamina + zolazepam 20mg/kg e Xilazina 3mg/kg por via Intramuscular,
seguido de 300mg de cloreto de potassio™® por via intravenosa na veia marginal da orelha.

Apbs a morte dos animais, foram realizadas a disseccdo e ostectomia com broca
trefina da Neodent®° de 10 mm de didmetro, englobando os enxertos e a regido do coagulo

(controle negativo) com margem de tecido 6sseo da area receptora.

3.7 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS E DE ANALISE

Os espécimes foram colocados em frascos previamente preparados e etiquetados,
contendo solucédo de formalina tamponada a 10% por um periodo de 48 horas de fixacao.
No Laboratério de Histologia da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC)

as pecas foram submetidas a descalcificacdo por solucéo de acido nitrico aquoso a 5%. Apds

¥ DMC Equipamentos Ltda., Sao Carlos, SP, Brasil
19 Cloreto de Potéssio 10%. Cristalia Produtos quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP
20 Neodent, JJGC IndUstria e Comércio de Materiais Dentarios S/A, Curitiba, PR-Brasil



67

essa etapa foi realizado um corte manual, com I&mina de micrétomo, na porcéo central no
sentido longitudinal da amostra, dividindo a mesma em duas partes iguais.

Os cortes realizados com micrétomo foram no sentido longitudinal com espessura de 5
pum. As laminas histolégicas foram coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina (H&E).

A outra metade da amostra foi processada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) no Centro de Microscopia e Microandlises (CEMM) da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS) da seguinte forma: foram fixadas no porta-espécime
com auxilio de fita de carbono. A seguir, as amostras foram metalizadas por evaporacao de

ouro e avaliadas a vdcuo em microscépio eletronico de varredura.

3.8 ANALISE DOS ENXERTOS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) utilizado®* tem resolucéo até 3,5 nm
(no modo elétron secundario). Para este trabalho foram utilizados faixa de aumentos de
aproximadamente 25X, 45X, 250X, 500X e 1.000X e tensdo de aceleracdo de 200V a 30kV.
O MEV utilizado, permite dois modos para a formacédo da imagem, SE (Elétrons secundarios)
e BSE (Elétrons Retroespalhados). No modo SE a imagem é formada a partir do perfil da
amostra e no modo BSE a imagem é formada pela diferenca do nimero atbmico dos materiais
da amostra, sendo tons de cinza mais escuros relacionados a nimeros atdmicos menores e
tons de cinza mais claros a nimeros atdmicos mais altos.

A anélise descritiva morfologica foi através das imagens obtidas na interface entre o
enxerto e o leito receptor, num corte longitudinal, no centro das paredes laterais entre a area
receptora € a darea enxertada, de cada uma das amostras com aumentos descritos

anteriormente.
3.9 ANALISE DOS ENXERTOS POR MICROSCOPIA OPTICA
Para a avaliacdo dos efeitos da laserterapia nos tecidos 0sseos utilizou-se a

Microscopia Optica (MO). Imagens foram obtidas com aumento de 40X e 100X. O
microscépio éptico utilizado foi Olympus®? CX31RTSF, e a camera utilizada para as fotos

21 philips® modelo XL30
22 Olympus Corporation, Philippines
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de microscopia dptica da marca Olympus® modelo DP 2 TWAIN e o programa de imagens
DP2-BSN Olympus Soft Imaging Solutions®%.

A andlise foi por histologia descritiva e semi-quantitativa adaptado das pesquisas de
Weber et al. (2006)*, Torres et al. (2008)** e Pinheiro et al. (2009)® descritas anteriormente.

Tabela 2: Critérios Quali-Quantitativos Utilizados para Analise de Microscopia Optica

Deposicao = Neoformagédo | Preenchimento x -
fibras Rem(;us csig!lat;ao 6ssea com lacunas Ir:j?gﬁ?(;?;;go ir:fr:grlr:;igfio Vascularizacao
colagenas mineralizacdo osteociticas
Né&o 0 0 0 0 0 0 0
Leve 1 1 1 1 1 1 1
Moderado 2 2 2 2 2 2 2
Acentuado 3 3 3 3 3 3 3

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Os animais e as laminas receberam nUmeros que identificavam através de uma
planilha quais receberam ou ndo a irradiacdo a laser e os periodos de tempo de cicatrizacdo
(que ndo eram de conhecimento do pesquisador que realizou analise em MO e em MEV).

Nos quesitos analisados, deposicdo de fibras colagenas, remodelacdo éssea
(processo fisiologico de reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos e deposicdo de novo 0sso pelos
osteoblastos), preenchimento das lacunas osteociticas, incorporacdo do enxerto na
interface, infiltrado inflamatdrio e vascularizacdo os critérios semi-quantitativos utilizados
foram: Nao — sem presenca, Leve — presenca de menos de 25%, Moderado — presenca de
25% a 50% e Acentuado — presenca de mais de 50%.

Os animais e as laminas receberam nimeros que identificavam através de uma
planilha quais receberam ou ndo a irradiacdo a laser e os periodos de tempo de cicatrizagdo
(que ndo eram de conhecimento do pesquisador patologista que realizou analise histologica e
de MEV).

A andlise foi realizada por um patologista experiente (Prof. Dr. Aldo Gava®*) com
calibracdo prévia e cada escore foi aferido trés vezes para confirmar a consisténcia da
graduacdo aferida a cada amostra. A lamina foi avaliada em toda a sua extensdo com
aumentos de 40X e 100X.

2% Olympus Corporation, Muster, Germany
%4 professor Titular da Disciplina de Patologia Animal do Curso de Medicina Veterinaria da UDESC.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA DOS ENXERTOS

A analise estatistica foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney para fazer a
comparacédo dos resultados entre o grupo controle e o experimental para uma das variaveis de
interesse. Adotou-se um nivel de significancia de 5% e utilizou-se o software SPSS®? versdo
17. As variaveis, deposicdo de fibras colagenas, remodelacdo 6ssea, preenchimento de lacunas
osteociticas, incorporacdo do enxerto, infiltrado inflamatorio e vascularizacdo foram
operacionalizadas por meio de uma escala intervalar, variando de 0 a 3. Assim, o valor 0
(zero) significa Ndo — sem presenca; o valor 1 (um) significa Leve — presenca de menos de
25%; o valor 2 (dois) significa Moderado — presenca de 25% a 50%; e o valor 3 (trés)

significa Acentuado — presenca de mais de 50%.

% PSS for Windows, versdo 17, Microsoft Corporation®, EUA.
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4 RESULTADOS

Durante os experimentos, ndo houve complicacbes ou intercorréncias no pos-
operatorio e no periodo de cicatrizacdo. Nos periodos de morte para a retirada das amostras
(com 35 e 70 dias) foram analisadas clinicamente as &reas dos enxertos e ndo apresentavam

sinais de infecgéo ou rejeicéo.

4.1 AVALIACAO MICROSCOPICA DESCRITIVA E QUANTITATIVA POR
MICROSCOPIA OPTICA

A avaliacdo histoldgica revelou alteracdes significativas, principalmente com relacao
ao preenchimento das lacunas désseas, desaparecimento do tecido mieldide do osso enxertado
com substituicdo por tecido fibrocolagenoso, reacdo inflamatoria composta por macréfagos e
neutrdfilos, remodelacdo Ossea e neovascularizacdo. Essas alteracdes tiveram variagdes

significativas conforme o grupo experimental.

Em relacdo a osteointegracdo avaliando deposicéo de fibras colagenas, remodelacdo
Ossea, preenchimento das lacunas osteociticas, incorporacdo do enxerto, infiltrado
inflamatdrio e vascularizacdo, apds analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney no grupo
laser de aloenxerto dsseo triturado com 70 dias houve diferenca estatistica significante nos
quesitos remodelacdo 6ssea (p = 0,008) e vascularizacdo (p = 0,032) quando comparado ao
grupo controle de aloenxerto ésseo triturado aldgeno (Tabela 4 e 5), nos demais grupos
analisados também pelo teste de Mann-Whitney ndo houve diferenca estatistica significante.

Quantitativamente os grupos irradiados com laser, mostraram resultados melhores.

4.1.1 Grupo Laser (Figura 8a) e Grupo Controle (Figura 8b) de Aloenxerto Osseo
Triturado de 35 dias (Tabela 3)

Nos grupos laserterapia e controle ocorreu a deposicao de fibras colagenas de forma
moderada em todo o espaco medular. Remodelacdo Ossea foi visualizada de forma leve a
moderada no grupo controle e moderada no grupo laser. As lacunas osteociticas, tanto nos
grupos laser como nos grupos controle, estavam preenchidas em sua maioria. Infiltrado de
células mononucleares foram visualizados nos espacos medulares, sendo de intensidade leve

no grupo irradiado e variando de moderada a acentuada no grupo controle.
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Figura 8: &) Grupo Laser de Aloenxerto Osseo Triturado de 35 dias; b) Grupo Controle de
Aloenxerto Osseo Triturado de 35 dias. 1) Osso Receptor, Medula Ossea Normal; 2) Area
Enxertada; 3) Remodelacdo Ossea; 4) Infiltrado Inflamatério. H&E Objetiva 4X

1 2 1 2

b)
Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Tabela 3: Grupo Controle (C 35d) e Grupo Laser (L 35d) de Aloenxerto Osseo Triturado de
35 dias

Di?t?f;%ao Rempdelagéo Pretleggmr::nto Incorporagao ) InfiItrago_ Vascularizagio

colagenas 6ssea osteociticas do enxerto inflamatorio
1- C1 aloenxerto 35d 2 2 2 2 3 2
2- C2 aloenxerto 35d 2 1 1 1 2 2
3- C3 aloenxerto 35d 2 2 2 2 2 2
4- C4 aloenxerto 35d 2 1 2 2 3 2
5- C5 aloenxerto 35d 2 2 2 2 2 2
6- L1 aloenxerto 35d 3 2 2 2 1 2
7- L2 aloenxerto 35d 2 2 2 2 1 2
8- L3 aloenxerto 35d 2 2 1 2 2 2
9- L4 aloenxerto 35d 2 2 2 2 1 2
10- L5 aloenxerto 35d 2 2 2 2 2 2

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

4.1.2 Grupo Laser (Figura 9a) e Grupo Controle (Figura 9b) de Aloenxerto Osseo
Triturado de 70 dias (Tabelas 4 e 5)

As fibras colagenas estavam presentes em quantidade leve nos espacos medulares no
grupo laser e controle. Remodelacdo 6ssea foi observada de forma acentuada no grupo laser e
moderada no grupo controle com diferenca estatistica significante. As lacunas 6sseas no

grupo laser estavam em sua maioria preenchidas por ostedcitos de maneira acentuada e no
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grupo controle este preenchimento foi moderado e acentuado. A vascularizagdo mostrou-se
acentuada no grupo laser e moderada no grupo controle tendo esta varidvel diferenca

estatistica significante entre os referidos grupos.

Figura 9: a) Grupo Laser de Aloenxerto Osseo Triturado de 70 dias; b) Grupo Controle de
Aloenxerto Osseo Triturado de 70 dias. 1) Osso Receptor, Medula Ossea Normal; 2) Area
enxertada; 3) Proliferacdo de Fibras Colagenas; Seta: Lacunas Osseas Vazias; Cabeca de

Seta: Lacunas Osseas Preenchidas. H&E objetiva 4X
1

a)

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Tabela 4: Grupo Controle (C 70d) e Grupo Laser (L 70d) de Aloenxerto Osseo Triturado de

70 dias
gl Remodelacéo HESTEIIEE Incorporagéo Infiltrado
il Ossea EBUTES do enxerto inflamatorio VRSB EIPEGED

colagenas osteociticas
11- C1 aloenxerto 70d 1 2 3 3 0 2
12- C2 aloenxerto 70d 1 2 2 3 1 2
13- C3 aloenxerto 70d 1 2 2 3 1 2
14- C4 aloenxerto 70d 1 2 2 3 0 2
15- C5 aloenxerto 70d 1 2 3 3 0 2
16- L1 aloenxerto 70d 1 3 3 3 0 3
17- L2 aloenxerto 70d 1 3 3 3 0 2
18- L3 aloenxerto 70d 1 3 2 3 1 3
19- L4 aloenxerto 70d 1 3 3 3 1 3
20- L5 aloenxerto 70d 1 3 3 3 0 3

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Tabela 5: Analise Estatistica pelo Teste de Mann-Whitney do Grupo Laser e Grupo Controle
de Aloenxerto Osseo Triturado de 70 dias

Tratamento| N Posto Médio [Mann-Whitney U| Valor - p

Deposicdo fibras colagenas Controle 5 5,50
Laser 5 5,50 12,500 1,00
Total 10

Remodelacéo dssea Controle 5 3,00
Laser 5 8,00 0,000 0,008
Total 10

Preenchimento lacunas Controle 5 4,50

osteociticas
Laser 5 6,50 7,500 0,310
Total 10

Incorporacéo do enxerto  Controle 5 5,50
Laser 5 5,50 12,500 1,000
Total 10

Infiltrado inflamatério Controle 5 5,50
Laser 5 5,50 12,500 1,000
Total 10

Vascularizacdo Controle 5 3,50
Laser 5 7,50 2,500 0,032
Total 10

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

4.1.3 Grupo Laser (Figura 10a) e Grupo Controle (Figura 10b) de Autoenxerto Osseo
Triturado de 35 dias (Tabela6)

Para os dois grupos a deposicdo de fibras coladgenas variou de leve a moderada
intensidade. Ocorreu remodelacdo Ossea de intensidade moderada no grupo laser e leve a
moderada no grupo controle. As lacunas do grupo laser estavam preenchidas por ostedcitos e
a incorporacdo do enxerto de maneira acentuada j& no grupo controle o preenchimento e a
incorporagdo do enxerto foi de moderado a acentuado. Infiltrado de macrofagos foram
observados de forma leve a moderada nos dois grupos. Vascularizagdo mais acentuada foi

observada no grupo laser quando comparado ao grupo controle.
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Figura 10: a) Grupo Laser de Autoenxerto Osseo Triturado de 35 dias; b) Grupo Controle de
Autoenxerto osseo Triturado de 35 dias. 1) Osso Receptor, Medula 6ssea normal; 2) Area
Enxertada; 3) Proliferacdo de Fibras Colagenas. Seta: Lacunas Osseas Vazias; Cabeca de

Seta: Lacunas Osseas Preenchidas. H&E Objetiva 4X
1 2

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Tabela 6: Grupo Laser (L 35d) e Grupo Controle (C 35d) de Autoenxerto Osseo
Triturado de 35 dias

Defli)t?ii\%éo Remp GElERED Pre?:ﬁ:::: e TG TEEEED n Infiltrago_ Vascularizagéo

colagenas Gssea osteociticas do enxerto inflamatorio
21-C1 autoenxerto 35 d 1 2 3 3 0 2
22-C2 autoenxerto 35 d 1 2 2 0 2
23-C3 autoenxerto 35 d 2 2 3 3 0 2
24-C4 autoenxerto 35 d 1 2 2 3 0 2
25-C5 autoenxerto 35 d 2 2 2 3 0 2
27-L1 autoenxerto 35 d 2 2 3 3 0 3
28-L.2 autoenxerto 35 d 1 2 3 3 0 2
29-L.3 autoenxerto 35 d 2 2 3 3 0 3
30-L4 autoenxerto 35 d 2 2 3 3 0 3
31-L5 autoenxerto 35 d 2 2 3 3 0 2

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

4.1.4 Grupo Laser (Figura 11a) e Grupo Controle (Figura 11b) de Autoenxerto Osseo
Triturado com 70 dias (Tabela7)

No grupo laser e controle a deposicdo de fibras colagenas foi de intensidade leve a
moderada. A remodelacdo 6ssea ocorreu de forma moderada a acentuada em ambos 0s
grupos. O preenchimento das lacunas osteociticas e a incorporacdo dos enxertos do grupos
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laser e controle estavam acentuadas com excecdo de um Unico animal do grupo controle que
estava moderada. Auséncia de infiltrado inflamatorio nos dois grupos com excegdo de um

animal em cada grupo que apresentaram infiltrado inflamatdrio leve.

Figura 11: a) Grupo Laser de Autoenxerto Osseo Triturado de 70 dias; b) Grupo Controle de
Autoenxerto Osseo Triturado de 70 dias. 1) Osso Receptor, Medula Ossea Normal; 2) Area
Enxertada; 3) Proliferacéo de Fibras Colagenas; Seta: Lacunas Osseas Vazias; Cabeca de
seta: Lacunas 6sseas preenchidas. H&E Objetiva 4X

1 2

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Tabela 7: Grupo de Autoenxerto Osseo Triturado com 70 dias Grupo Controle (C auto 70) e
com Laserterapia (L auto 70)

D?‘Fi)t())rs'il%éo Remp EEEED Preelz;\glt:rig: e BB . Infiltragq Vascularizagdo

colagenas Gssea osteociticas do enxerto inflamatorio
32-C1 autoenxerto 70d 1 2 3 3 0 3
33-C2 autoenxerto 70d 1 3 3 3 0 3
34-C3 autoenxerto 70d 1 2 3 3 0 3
35-C4 autoenxerto 70d 2 3 2 2 1 2
36-C5 autoenxerto 70d 2 3 3 3 0 2
37-L1 autoenxerto 70d 2 2 3 3 1 3
38-L2 autoenxerto 70d 1 3 3 3 0 3
39-L.3 autoenxerto 70d 1 3 3 3 0 3
40-L4 autoenxerto 70d 1 3 3 3 0 3
41-L5 autoenxerto 70d 1 3 3 3 0 3

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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4.1.5 Grupo Controle e Grupo Laser de Coagulo Sanguineo de 35 e 70 dias (Tabelas 8 e
9)

Nos grupos controle e laser de codgulos sanguineos a remodelacdo 6ssea foi quali e
quantitativamente inferior aos grupos enxertados. Nos grupos de 35 dias a deposi¢éo de fibras
coldgenas e remodelacdo 0ssea se deu de maneira leve a moderada no grupo laser e leve no
grupo controle. O preenchimento das lacunas osteociticas e a incorporacdo do enxerto nos
grupos laser e controle foram leves ou simplesmente ndo ocorreram. O infiltrado inflamatério
e a vascularizagéo ocorreram de forma leve a moderada nos dois grupos.

No grupo de 70 dias o preenchimento das lacunas osteociticas e a vascularizagéo se
deram de maneira moderada a acentuada. A deposicdo de fibras colagenas, remodelacao
Ossea, incorporacdo do enxerto e infiltrado inflamatério mostraram resultados ligeiramente

melhores que no grupo de 35 dias.

Tabela 8: Grupo Controle (Coégulo C 35) e Grupo Laser (Coagulo L 35) e de Coagulo
Sanguineo 35 dias

Def?gfgiéo Remodelacéo Pretleggg;r:sento Incorporagéo Infiltrado Vascularizagio

coldgenas 6ssea osteociticas do enxerto inflamatério
42- Coagulo C 35 1 1 1 1 1 2
43- Coégulo C 35 1 1 0 0 2 1
44- Coagulo C 35 1 1 0 0 2 1
45- Coagulo C 35 1 1 1 1 2 2
46- Coagulo C 35 1 1 0 0 2 1
47- Coagulo L 35 2 2 1 1 2 1
48- Coagulo L 35 1 1 0 0 1 2
49- Coagulo L 35 2 2 1 1 2 2
50- Coagulo L 35 1 1 1 1 1 2
51- Coagulo L 35 1 1 0 0 2 2

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Tabela 9: Grupo Controle (Coagulo C 70) e Grupo Laser (Coéagulo L 70) de Coégulo
Sanguineo 70 dias

Di[i)l?f;%éo Remp CRkEED Preelzgggrigse e ISSITEEEED n Infiltragq Vascularizagéo

coldgenas Gssea osteociticas do enxerto inflamatorio
52- Coagulo C 70 1 2 3 1 0 3
53- Coagulo C 70 1 1 2 2 1 2
54- Coagulo C 70 1 1 2 2 1 2
55- Coagulo C 70 1 2 2 1 1 2
56- Coagulo C 70 1 1 2 2 2 2
57- Coagulo L 70 1 3 3 2 0 3
58- Coagulo L 70 1 2 2 2 1 3
59- Coagulo L 70 1 2 3 3 0 3
60- Coagulo L 70 1 2 3 2 0 2
61- Coagulo L 70 1 3 2 2 1 2

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

4.2 AVALIACAO DA INCORPORACAO DOS ENXERTOS ATRAVES DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E MICROSCOPIA OPTICA

Observa-se através do MEV com aumento de 26X, 45X, 250X e 500X (figuras: 12 a,
b,d,e;134a,c;144a,b,c,d; 154, b,c;164a,b,c;174a,b,c; 184, ¢c; 194, c; 20 c; 21 c; 22 ¢c; 23
¢) e da Microscopia Optica aumento de 40X e 100X (figuras: 12 c; 13 b; 14 e; 15 ¢; 16 d; 17
d; 18 b, d; 19 b, d; 20 a, b; 21 a, b; 22 a, b; 23 a, b) que ocorreu a incorporacdo dos enxertos
na interface com a area receptora em todas as amostras do experimento. Nas bordas o enxerto
apresentava-se em intimo contato com a area receptora, com preenchimento das lacunas
osteociticas, e nos espagos medulares da interface ocorreram degeneragdo e necrose da
medula e neovascularizacao, com deposi¢éo de fibras coldgenas e remodelagdo dssea e quanto
mais para o centro do enxerto menos intensa foi a remodelagéo.

A analise demonstrou a propriedade osteocondutiva dos aloenxertos 0sseos triturados
processados por congelamento profundo, que preservou suas caracteristicas estruturais, e a
matriz 6ssea, servindo como arcabouco para a migracdo de vasos sanguineos e células a partir

do hospedeiro para o enxerto.
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Figura 12: a) Imagem MEV 26X modo SE; b) detalhe em 45X da Imagem (a); c) Imagem
H&E Objetiva 4X; d) Imagem MEV 500X, Area de Unido entre Enxerto e Osso Receptor; €)
Imagem MEV 45X modo BSE, medindo Particulas de Enxerto. Grupo Laser de Aloenxerto
Osseo Triturado com 35 dias
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Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 13: a) Imagem MEV 45X modo SE; b) Imagem H&E Objetiva 4X; c) Imagem MEV
500X, Area de Unido entre Enxerto e Osso Receptor. Grupo Controle de Aloenxerto Osseo
Triturado com 35 dias
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Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 14: a) Imagem MEV 26X modo SE e Imagens; b); c) e d) Detalhe em 45X, 250X e
500X respectivamente da Imagem (a); €) Imagem H&E Objetiva 10X. Grupo Laser de
Aloenxerto Osseo Triturado com 70 dias

1
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Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 15: a) Imagem MEV 45X modo SE e b) Detalhe 500X da Imagem (a). Imagem H&E
Objetiva 4X; ¢) Imagem MEV 500X. Grupo Controle de Aloenxerto Osseo Triturado com 70
dias

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 16: a) Imagem MEV 26X modo SE; b) e c) Detalhe 45X e 500X respectivamente da
Imagem (a); d) Imagem H&E Objetiva 4X. Grupo Laser de Autoenxerto Osseo Triturado com
35 dias
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Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 17: a) Imagem MEV 26X modo SE; b) e c) Detalhe 45X e 500X respectivamente da
Imagem (a); d) Imagem H&E Objetiva 10X. Grupo Controle de Autoenxerto Osseo Triturado
com 35 dias

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 18: a) Imagem MEV 26X modo SE; b) Imagem H&E Objetiva 4X; ¢) Imagem MEV
500X modo SE; d) Imagem H&E Objetiva 10X. Grupo Laser de Autoenxerto Osseo
Triturado com 70 dias

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 19: a) Imagem MEV 45X modo SE; b) Imagem H&E Objetiva 4X; c) Imagem MEV
500X modo SE; d) Imagem H&E Objetiva 10X. Grupo Controle de Autoenxerto Osseo
Triturado com 70 dias

- P

a) b)

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Figura 20: a) e b) Imagem H&E Obijetiva 4X; ¢) Imagem MEV 45X modo SE. Grupo Laser
Coéagulo Sanguineo com 35 dias

Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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Figura 21: a) e b) Imagem H&E Objetiva 4X; ¢) Imagem MEV 45X modo SE. Grupo
Controle Coagulo Sanguineo com 35 dias

b) ©)
Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Figura 22: a) e b) Imagem H&E Objetiva 4X; c) Imagem MEV 45X modo SE. Grupo Laser
Coagulo Sanguineo com 70 dias

b)
Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137

Figura 23: a) e b) Imagem H&E Objetiva 4X; c) Imagem MEV 45X modo SE. Grupo
Controle Coagulo Sanguineo com 70 dias

b) c)
Fonte: CEUA/PUCRS 09/00137
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5 DISCUSSAO

Apesar da morbidade cirdrgica, o enxerto 0sseo autdgeno € considerado, na
comunidade cientifica, padrdo ouro para a reconstrucdo 6ssea dos maxilares, devido a sua
inerente osteogenecidade, osteocondutividade e osteoindutividade, pois carrega um
complemento de células, principalmente os osteoblastos, capazes de assegurar rapida
incorporacdo do enxerto no sitio de implantagdo™**#45° Entretanto, inimeros artigos de
revisao de literatura e relato de casos clinicos citam o enxerto alogeno como viavel para
reconstrucdes Osseas maxilofaciais, sendo indicado nos casos nos quais ndo se tem areas
doadoras suficientes e para individuos que ndo querem ser submetidos a procedimentos de

maior morbidade*>*°

, considerando preocupantes os procedimentos que envolvam enxerto
autdogeno com areas doadoras intraorais, em decorréncia da possibilidade de parestesia,
desvitalizacdo dentéria, recessao gengival, desconforto pds-operatério, infec¢do e quantidade
limitada de tecido na regido doadora®.

Enquanto os aloenxertos 6sseos sao osteocondutivos e fracamente osteoindutivos, 0s
autoenxertos sdo osteogénicos, osteoindutivos e osteocondutivos. Nos autoenxertos ndo ha
rejeicdo do hospedeiro e tampouco transmissdo de doencas, mas ha retencdo de osteoblastos
viaveis. Ja os aloenxertos possuem maior disponibilidade dssea através dos bancos de 0ssos e
tecidos, de formas customizadas, ndo sendo necessario procedimento cirdrgico adicional. Os
autoenxertos possuem desvantagens como morbidade e disponibilidade limitadas, enquanto os
aloenxertos correm risco de transmissdo de doencas, sendo imunogénicos, ndo
osteogénicos™ 20101,

Mesmo com maior potencial imunogénico, todos os autores pesquisados relataram
gue o pds-operatorio de pacientes submetidos a enxerto de 0sso alégeno foi menos traumatico
em relacdo & enxertia autdgena e que o0s casos que apresentaram falhas pareciam estar
relacionados com causas ndo imunoldgicas, como erro de técnica ou infeccdo bacteriana. Nao
houve grandes diferencas clinicas ou radiograficas em relagdo & enxertia autégena™.

O enxerto alégeno é uma opcdo que estd sendo utilizada de modo crescente na
Odontologia para reconstrucbes das bordas alveolares e enxertias dos seios maxilares.
Percebe-se que os aloenxertos sofrem alteracdes biologicas que qualitativamente similares aos
autoenxertos, porém, sua incorporacdo na interface de unido enxerto/hospedeiro, ocorre de
forma mais lenta, devido & maior reacdo inflamatéria inicial e a menor
revascularizacao®®***9!1%?, Esse atraso de cerca de trés meses no periodo de incorporacéo do

aloenxerto deve ser levado em conta no momento da colocacdo de implantes
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osseointegrados'®. A extensdo da formagdo de um novo 0sso entre o enxerto e a juncdo do
leito receptor esté correlacionada & revascularizacio e ao tempo de cicatrizacéo®.

Os enxertos 6sseos particulados sdo rapidamente revascularizados, liberam uma
quantidade maior de fatores de diferenciacdo e de crescimento nos estagios iniciais da
regeneracdo, assim como exibem uma atividade osteoclastica mais intensa, resultando em
uma maior reabsorcéo quando comparados aos enxertos em bloco®.

Implantes instalados em seios maxilares enxertados com 0sso particulado mostraram
uma taxa de sobrevivéncia superior aqueles em que a instalacdo ocorreu em seios com enxerto
de o0sso em bloco, bem como implantes com superficie rugosa apresentaram taxas de sucesso
superiores em relacdo aos de superficie lisa quando das suas instalacbes em seios maxilares
enxertados. A taxa de sucesso dos implantes instalados em regides de seios maxilares
enxertados foi superior aos implantes instalados em regifes posteriores sem enxertia em seio
maxilar'®,

Nesta pesquisa foi utilizado o modelo animal coelho, assim como nos trabalhos de
Khadra et al. (2004)™*, Lopes et al. (2005)%, Lopes et al. (2007)** e Campanha et al. (2010)°,
devido a facilidade de manuseio, a disponibilidade e pela necessidade de uma éarea de
superficie 6ssea maior para se avaliar o efeito da laserterapia em enxertos 0sseos triturados
(particulados). Para a retirada e a implantacdo de autoenxerto e aloenxertos triturados foram
necessarias trés areas de 8mm de didmetro no mesmo animal, sendo utilizada a calota
craniana por ter uma superficie maior que regides como o fémur e a tibia usado na maioria
dos trabalhos com laserterapia na biomodulacdo da regeneracdo 0ssea para a realizacdo de
defeitos 6sseos com pequenos diametros, de 1 a 5Smm*828388-89,92.94.104

Considerando o efeito sisttmico do laser, foram empregados grupos de animais
irradiados e ndo irradiados (controle), tal como na maioria das pesquisas. Nicola et al.
(2003)*’, Khadra et al. (2004)™*, e Weber et al. (2006)* relatam que os efeitos sistémicos da
laserterapia ndo podem ser descartados e referem que, por isso, alguns estudos falharam em
revelar efeitos significantes da irradiacdo quando comparados com controles contralaterais no
mesmo animal. Jakse et al. (2007)"° ndo confirmaram o efeito positivo da laserterapia no
enxerto 0sseo autdgeno, porém o estudo apresenta um viés, ja que a irradiacao foi aplicada no
mesmo animal do grupo controle. Portanto, os enxertos do seios maxilares podem ter
resultados semelhantes devido ao efeito sistémico da laserterapia. O estudo de Dértbudak,
Haas e Mallath-Pokorny (2002)%® e de Merli et al. (2005)* também apresentam um possivel
Viés que € a acdo sistémica do laser, pois os sitios irradiados e os controle eram no mesmo

animal.



91

Quanto ao comprimento de onda e o tipo de laser empregado, a literatura pesquisada
é bem diversificada. Alguns pesquisadores utilizam laser com comprimento de onda de 680-
690nm, sem relatar o tipo de laser’*®*%. A maioria dos artigos pesquisados utilizou laser de
arseneto de galio-aluminio (AsGaAl) com comprimento de onda de 830nm?*?3:748388-93,95.96
AsGaAl com comprimento de onda de 790nm*, AsGaAl com A 670nm®, AsGaAl A 660nm®’

e também com laser de HeNe com comprimento de onda de 632,8nm*'*%, Nesta pesquisa

ou

utilizou-se o laser de arseneto de galio-aluminio (AsGaAl) com comprimento de onda de
830nm, como na maioria da literatura pesquisada, devido ao tamanho do defeito (8mm), no
qual foi realizado o enxerto dsseo triturado, ocupando um volume significante onde a luz laser

infravermelha penetrou profundamente nos tecidos’**!

, 0 que pode se estender por até 2 a
3cm de penetracdo’®, especialmente em tecidos subcutaneos®.

Os periodos de cicatrizacdo Ossea foram bastante variados nos estudos com
laserterapia pesquisados em animais. Em ratos, esse periodo variou de 7 a 40 dias, em
ovelhas, de 35 a 112 dias, e em coelhos de 15 a 56 dias. No presente estudo, realizado com
coelho, foi avaliada a incorporacdo dos enxertos 6sseos em dois periodos distintos de 35 e 70
dias. Campanha et al., (2010)'% afirmaram que a cicatrizacdo 6ssea em coelhos ocorre trés
vezes mais rapida que a que ocorre em humanos. Nesses periodos de 35 dias (5 semanas) e 70
dias (10 semanas), extrapolando para humanos, equivalem a cicatrizacdo Ossea de
aproximadamente 15 semanas (3 a 4 meses) e 30 semanas (7 a 8 meses).

Em relacdo as doses totais utilizadas, essas variaram bastante nas pesquisas em
animais revisadas na literatura cientifica. As doses foram de 6 J/cm? a 602 J/cm?. Em coelhos,
variaram de 86 J/lcm? a 602 J/cm?. Esta estudo utilizou como dose total 128 J/cm?, pois os

resultados das duas pesquisas em coelhos de Lopes et al. (2005 e 2007)%

, empregando a
mesma metodologia, diferenciando somente a dose total 86 J/cm? no trabalho de 2005 e 602
Jlem? em 2007, tiveram resultados semelhantes.

Em relacdo ao nimero de aplicacdes, as publicacdes sobre o tema relatam de uma a
14 irradiacGes com laser. Nesta pesquisa foram realizadas oito aplicagdes, sendo uma no pos-
operatorio imediato e mais sete a cada 48 horas, semelhante aos trabalhos de Pinheiro et al.
(2003)%, Gerbi et al. (2005)%, Weber et al. (2006)*, Guimardes (2006)*? e Torres et al.
(2008)%. Outras pesquisas que realizaram sete aplicacdes de laserterapia foram Lopes et al.
(2005)%°, Lopes et al. (2007)%, Pinheiro et al. (2009)% e Campanha et al. (2010)*, todas
demonstrando os efeitos positivos da biomodulacdo com laserterapia. Multiplas irradiacGes
sdo mais efetivas que uma simples dose, como um fator de formacdo dssea e crescimento de

fibroblastos®?.
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Nesta pesquisa foi observado um aumento da deposicdo de fibras colagenas nos
enxertos triturados aldégenos e autdgenos irradiados quando comparados com 0S grupos nao
irradiados, com excecdo dos grupos laser e controle de codgulo sanguineo (controle negativo),
em gue houve pouca deposicdo de fibras coldgenas. O aumento da atividade e da proliferacao
fibrobléstica ocasionadas pelo efeito biomodulatério da laserterapia sdo responsaveis pela
maior concentracdo de fibras colagenas®*®
et al. (2003)%8, Lopes et al. (2005)* e Lopes et al. (2007)°,

Quantitativamente, ocorreu uma predominancia da remodelacdo dssea e

, estando de acordo com os trabalhos de Pinheiro

vascularizagdo nos grupos irradiados com laser nos enxertos 0sseos triturados aldgenos,
autogenos e coagulos sanguineos aos 35 e 70 dias em relacdo ao grupo controle. Aos 70 dias
nos enxertos aldgenos irradiados com laser, as diferencas por meio da andlise estatistica,
foram significativas qualitativamente nos quesitos remodelacdo Gssea e vascularizagdo,
quando comparadas ao grupo controle alégeno ndo irradiado, concordando com 0s autores
que demonstram uma maior remodelacdo Ossea e vascularizagdo nos grupos em que foi
realizada a laserterapia 132983848793

Observou-se um maior preenchimento das lacunas osteociticas nos grupos irradiados
com laser principalmente aos 70 dias nos coagulos sanguineos e enxertos triturados al6égenos
e, aos 35 e aos 70 dias, nos triturados autdgenos quando comparados aos respectivos grupos
controle, demonstrando vitalidade d&ssea parcial do aloenxerto e a caracteristica
osteocondutora do aloenxerto dsseo neste breve periodo do experimento. Dortbudak, Haas e
Mallath-Pokorny (2002)% e Jakse et al. (2007)"° observaram um maior preenchimento das
lacunas osteociticas de enxertos autdégenos nos grupos irradiados com laserterapia de baixa
poténcia ao seerem comparados aos grupos controles ndo irradiados.

Ocorreu também um maior preenchimento das lacunas osteociticas e maior
remodelagdo Gssea nos enxertos triturados autdgenos (controle positivo) em relacdo aos
enxertos triturados aldgenos, tanto nos grupos irradiados quanto nos controle, provavelmente
devido ao transporte de celulas no enxerto autégeno que se mantiveram viaveis durante o
periodo de incorporacao®®*"%34,

Todos os grupos apresentaram incorporacdo do enxerto 6sseo. As caracteristicas da
unido do osso alégeno com a area receptora sugerem a aceitacdo pelo hospedeiro. Devido a
aglomeracéo das particulas do enxerto 0sseo triturado, associada ao preenchimento total do
defeito dsseo, assim como a uma boa compactacdo, foi favorecida a boa adaptagéo do enxerto
triturado no defeito da calota craniana do coelho receptor e a intimidade dos enxertos

triturados com as células 6sseas, assim como a vascularizagdo do leito receptor®*2. Nas
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bordas alveolares e seios maxilares, 0 aumento médio esperado é de 4 a 5mm em espessura e

de 1 a 2mm em altura®*

, 0 que explique o fato de bidpsias realizadas no momento da
colocacdo dos implantes em maxila e mandibula revelarem tecido 6sseo neoformado com
auséncia de material residual®*®**®° A osseointegracdo relatada em alguns casos também é
um forte indicio de integridade 6ssea. Caso contrario, a perda de implantes seria maior do que
a relatada®*! 482981,

Nos grupos de aloenxertos e codgulos sanguineos irradiados com laser aos 35 dias,
observou-se um menor infiltrado inflamatorio que no grupo controle. Nos demais grupos,
quando comparados com aquele de laserterapia com o seu respectivo grupo controle, ndo
ocorreram diferencas significativas.

Os experimentos em animais sdo métodos usados para estimar a reacao tecidual de
materiais bioativos. Os resultados obtidos com um modelo animal experimental ndo devem
necessariamente ser extrapolados para os humanos®.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram quantitativa e qualitativamente que o
0sso aldégeno é uma 6tima alternativa para realizacdo de enxertos 6sseos, concordando com o
estudo de Oliveira (2011)>*, que conclui que o osso alégeno congelado é um biomaterial

potencialmente excelente para o tratamento de defeitos 6ésseos na maxila e mandibular.
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6 CONCLUSOES

Observou-se, na analise histologica através de MO e por MEV, um efeito positivo
qualitativo da LLLT, acelerando o processo de osteogénese, incorporacéo e remodelacéo, em
todos os grupos de aloenxertos e autoenxertos 6sseos triturados.

Quantitativamente, a LLLT no grupo de aloenxerto 6sseo triturado de 70 dias,
apresentou melhores remodelacdo dssea e vascularizagdo, quando comparou-se com 0 grupo
ndo irradiado.

Os aloenxertos 0sseos triturados demonstraram ser um substituto adequado para 0s
autoenxertos, pois, mesmo com incorporagdo e remodelacdo mais lentas, apresentaram
viabilidade celular parcial e boa incorporacao na interface com o hospedeiro no breve periodo

desta analise.
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UDESC
Ceteq D

Comité de Bica em Bpermentagao Animal
Centro de Céncias Agroveterinarias

Oficio n © 06/10 — CETEA/CAV

Lages, 14 de junho de 2010.

Prezada Professor .

O Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias, reunido no dia 14/06/2010, aprovou a mudanca do titulo do
projeto de pesquisa de protocolo n° 1.13.08 bem como do orientador do
referido projeto. Origem: Doutorado em Odontologia da PUC/RS. Interessado:
Profa.Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira. Titulo: ““Efeitos do laser de baixa
poténcia na incorporagdo de aloenxerto ésseo triturado”. O referido projeto
ja foi aprovado na reunido de 30/05/2008 , ficando com o mesmo nuamero de

protocolo. Sem mais para 0 momento, agradecemos.

Atenciosamente,

WLMV- oSy 0
limo. Profa . Dra.
Marilia Gerhardt de Oliveira
CAV/UDESC

Av. Luiz de Camdes, 2090 — Lages/SC - Cep 88520-000 - Tel: (49) 221 2252
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de baixa poténcia na incorporag¢dao de aloenxerto ésseo triturado”, foi
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ANEXO C - CARTA DE APROVACAO DO COMISSAO CIENTIFICA E DE ETICA
DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA PUCRS

% Comissdo Cientifica e de Etica
<  Faculdade da Odontologia da PUCRS

%
Porto Alegre 06 de agosto de 2009
O Projeto de: Tese
Protocolado sob n’: 0032/09
Intitulado: Efeitos do laser de baixa poténcia na incorporagio de

aloenxerto dsseo triturado

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira
Pesquisadores Associados Jefferson Viapiana Paes

Nivel: Doutorado

Foi aprovado pela Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 05 de agosto de 2009.

Este projeto deverd ser imediatamente encaminhado ao CEUA/PUCRS

s

rof. Dr. Er Ido?L iz Bati

da Comissao Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
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90619-900
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CEUAé Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 133/10 - CEUA Porto Alegre, 05 de agosto de 2010.

Senhora Pesquisadora:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou seu
protocolo de pesquisa, registro CEUA 09/00137, intitulado: “Efeitos do
laser de baixa poténcia na incorporacio de Aloenxerto Osseo
triturado”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

: AL AAAC -
Pro .ﬁr“é(.)/v\namaria Gongalves Feijo

Coordenadora do CEUA - PUCRS

Ilma. Sra.

Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira
Faculdade de Odontologia
N/Universidade

Campus Central
PUC Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314
CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br




