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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar, por meio de analise histolégica e
morfométrica, a biomodulagdo do processo de reparo 0sseo nas regides de
peridsteo, enddsteo e medula dssea de cavidades confeccionadas em fémures de
ratos, submetidas a radiacdo com /aser diodo infravermelho (GaAlAs). Foram
utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 350 a 550 gramas,
distribuidos aleatoriamente em dois grupos, o controle (Gl) e o experimental (Gll), e
seis subgrupos de acordo com o periodo de observagdo dos animais. Para os
grupos controle e experimental destinaram-se 13 e 14 animais, respectivamente. Os
subgrupos experimentais receberam a terapia laser de baixa poténcia (LLLT), em um
defeito ésseo considerado experimental, identificado por meio de um parafuso de
titdnio, fixado, previamente, a 8mm do mesmo. No grupo Gl todo o protocolo
cirurgico foi realizado, porém sem a aplicagdo do /aser. No grupo Gll foi utilizado o
laser infravermelho (A= 830 nm, 6 J/cm?, 50mW, 120 s) de forma pontual e continua.
O protocolo de radiagao foi estabelecido com intervalos de 48horas, iniciando-se
imediatamente apos a confecgao do defeito ésseo, na cavidade medular. Os animais
foram mortos aos 07, 15 e 21 dias. Para anadlise histoldgica, executou-se o
processamento de rotina para as técnicas de HE e picrosirius. As laminas foram
estudadas segundo anadlise descritiva e morfométrica. Os fendmenos teciduais
avaliados, na analise descritiva, incluiram a resposta inflamatéria e a neoformacgao
Ossea. Para a analise morfométrica determinaram-se as médias de trabeculado
o0sseo neoformado além das devidas localizagbes anatdmicas destes trabeculados.
Os resultados obtidos demonstraram que, nos grupos em que o /aser foi aplicado na
loja cirurgica (Gll), a atividade de remodelacdo 6ssea foi quatitativamente maior
quando comparada a dos grupos Gl, com maior maturagao da matriz éssea organica
e padrdes de osteogénese em estagios mais avangados, nos periodos iniciais do
experimento. Além disso, segundo a analise morfométrica, a biomodulacdo éssea
positiva evidenciada nos grupos Gll apresentou maior média de trabeculado 6sseo
quando comparada aos grupos nao submetidos a LLLT. O mapeamento
morfométrico evidenciou a producéo de estimulos biomoduladores positivos apenas
na localizagdo de periosteo, denotando assim, maior potencial de penetracéo,
estimulacdo e aceleragdo da consolidagéo 6ssea na regido cortical do defeito 6sseo.
Os resultados permitiram concluir que, a laserterapia de baixa poténcia no protocolo
estabelecido atua como biomoduladora 6ssea em regido de periésteo, podendo ser
utilizada como coadjuvante no processo de reparo 0sseo.

Descritores’: Terapia a laser de baixa intensidade; desenvolvimento 6sseo;

osteogénese; bioestimulacéo a /aser.

! Descritores em Ciéncias da Satide (DeCS); disponivel em http://decs.bvs.br/
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ABSTRACT

The main objective of the present study was to evaluate, through histological
and morphometric analysis, the biomodulation process of bone repair on the
periosteum, endosteum and medullary regions in femorals cavities of mice, which
were submitted to diode infrared laser radiation (GaAlAs). 30 male mice Wistar were
used, weighing between 350 and 550 grams, distributed randomly in two groups, the
control (Gl) and the experimental one (Gll) and six subgroups in accordance with the
period of observation of the animals. For the groups, control and experimental, there
has been designated each 13 and 14 animals, respectively. The experimental groups
received low power Laser therapy (LLLT), in the experimental bone cavity, identified
through a Titanium screw, which was previously fixed, 8mm from the cavity. In group
Gl, a surgical protocol was carried out, without laser application. In groups Gill,
infrared laser was used (A= 830 nm, 6 J/cm? 50mW, 120s) of punctual and
continuous potency was used. The radiation period was every 48 hours, initiated
immediately after the injurx production, in the medullar cavity. The death of the
animals occurred on the 07™, 15", 215 days. For the histological analysis, the routine
processing was carried out, with the HE and picrosirius technique. The laminas were
studied through descriptive and morphometric analysis. The evaluated tissue
phenomenons were the inflammatory answer and bone neoformation. For the
morphometric analysis the averages of mineralized new bone had been determined
and the anatomical localizations of these had been made. The results achieved by
this study demonstrated that in the groups where laser was used in the experimental
bone cavity (Gll) the bone healing was quantitatively better if compared to the results
achieved by GI, with evidences of bigger maturation of organic bone matrix and
standards of osteogenesis in more advanced periods of training in the initial periods
of the experiment. However, according to morphometric analysis, the positive
biomodulation was presented bigger when comparative to the groups not submitted
to the LLLT. The histomorphometric mapping evidenced the production of
stimulations positive biomodulation only in the localization of periosteum, thus
denoting, greater potential of penetration, stimulation and acceleration of the bone
consolidation in the cortical region of the bone defect. The results led to the
conclusion that the use of low power laser therapy with this protocol causes positive
biomodulation effects on the healing process on periosteum and can be used as
coadjuvant in the bone repair process.

Keywords®: Laser Therapy, Low-Level, Bone Development, Osteogenesis,
Biomodulation Laser

% Mesh: Medical Subject Headings; disponivel em: www.nlm.nih.gov/mesh
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1 INTRODUGAO

A palavra laser € um acronimo para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (Amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiagao)
(BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; KERT; ROSE, 1998).

O laser é uma forma de radiagdo n&o-ionizante, altamente concentrada, que,
em contato com os diferentes tecidos, resulta em efeitos fototérmicos, fotoquimicos e
nao lineares. Ao contrario de outras formas de radiagdo usadas com finalidades
terapéuticas, a radiacdo /laser ndo é invasiva e muito bem tolerada pelos tecidos. E
considerada por muitos autores como a mais significante descoberta deste século
por envolver infinitas perspectivas nas areas de pesquisas biolégicas e ciéncias
médicas (BRUGNERA JUNIOR, 2003).

O laser de baixa poténcia tem sido utilizado em tratamentos médicos e
odontoldgicos visando sua acgao terapéutica sobre os diferentes tecidos bioldgicos.
Estudos experimentais, in vitro e in vivo, com severos e bem controlados parametros
metodoldgicos, tém sugerido que a terapia laser de baixa poténcia (LLLT) modula
varios processos bioldgicos em modelos animais apds terem sido expostos a algum
tipo de trauma. A LLLT atua na estimulacdo da reparacgao tecidual, melhorando a
regeneragao € a cicatrizagao de tecidos através da promocéao da proliferacao celular
(KARU, 1989; SILVA; CAMILLI, 2006); da aceleragcdo na formagao de tecidos de
granulacdo (KOLAVORA et al., 1999); do estimulo na sintese do colageno, com
formagao das fibras procolagenas tipo | e tipo Il (PINHEIRO; GERBI, 2006) e do
aumento da sintese de ATP (KARU, 1989).

A literatura também afirma que a LLLT promove o aumento na concentragéo
das B-endorfinas e, consequentemente, desencadeia efeito analgésico (ELSAYED;
DYSON, 1990; MERLI et al., 2005). O laser também promove a liberagdo dos
mastdcitos, aumentando a concentragcao de histamina, provoca vasodilatagdo, com

aumento da permeabilidade vascular, além de atuar nas prostaglandinas, inibindo e
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blogueando a acdo da enzima ciclooxigenase e na ativagdo dos linfécitos,
promovendo, assim, efeito antiinflamatério (MESTER et al., 1973; TAKEDA, 1988;
CATAO, 2004).

A laserterapia de baixa intensidade esta bem indicada como coadjuvante no
processo reparacional tecidual através de seus efeitos terapéuticos gerais
(BRUGNERA JR. et al.2003). Proporciona ao paciente submetido a uma intervengéo
cirargica, uma maior rapidez na cicatrizagao tecidual, reparando os tecidos moles,
0sseo e nervoso; reduz o edema e o desconforto no pdés-operatério (TRELLES;
MAYAYO, 1987) além de interferir na modulagdo e atenuacdo da sintomatologia
dolorosa (FERNANDO; HILL; WALKER, 1993).

As perdas oOsseas constituem um dos maiores problemas dentro das
especialidades meédicas e odontologicas e, provavelmente, estdo associadas a
exposicao do tecido 6sseo a varias condigdes fisioldgicas e patoldgicas. O tecido
0sseo possui uma enorme capacidade regenerativa e, em muitas situagdes, € capaz
de restabelecer perfeitamente sua estrutura dssea arquitetbnica e as propriedades
mecanicas através de um processo complexo que envolve atividade local e
sisttmica do organismo, participando deste processo varios tipos de células,
enzimas e fatores de regeneracéo tecidual. A extensao e a velocidade da reparagéo
dependem da localizagdo anatémica, do agente etioldgico, das dimensdes da lesao,
aléem das caracteristicas bioldégicas de cada individuo. No entanto, a capacidade
reparativa 0ssea tem limites e também pode falhar, caso certas condi¢cdes nao forem
atendidas. Os fatores que impedem ou previnem o reparo ésseo sao, entre outros:
falhas de vascularizacdo, instabilidade mecanica; defeitos sobre-estendidos e
tecidos competidores com alta atividade de proliferacédo. A perda de fragmentos ou a
remogao cirurgica de fragmentos necréticos proporcionam defeitos. em geral, largos
para serem preenchidos de forma espontanea e promoverem, desta forma, o reparo
osseo (PINHEIRO; GERBI, 2006).

As perdas Osseas promovidas por fraturas faciais com perdas de substancia
ou processos patolégicos dentro do complexo estomatognatico, tais como

osteomielites, lesdes cisticas, tumores odontogénicos e defeitos Osseos
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periodontais, e a necessidade continua e crescente a osseointegragao de implantes
e enxertos O0sseos nos sitios receptores e doadores tém conduzido varios
pesquisadores ao desenvolvimento de novas tecnologias que visem auxiliar a

reparacao do tecido dsseo ou acelerar o processo de cicatrizacdo dssea.

O uso potencial dos /lasers na biomodulagédo do reparo dsseo através de suas
propriedades fotoquimicas e fotobioldgicas tem sido estudado por pesquisadores em
todo o mundo como método de estimulagdo da osteogénese e redutor do tempo da
reconsolidagao éssea (SILVA, CAMILLI, 2006). Entretanto, a revista de literatura
revela que, estudos sobre a influéncia da radiagdo com /aser de baixa poténcia
sobre o tecido dsseo, através de uma detalhada analise da fotoengenharia do
processo de reparo 0sseo, com descricado histolégica e quantitativa do padréo e das

regides anatdmicas de cicatrizagao tecidual ainda sao deficientes.
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2 REVISTA DE LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO E BASES BIOLOGICAS PARA REPARO OSSEO

O tecido 6sseo € um tecido mineralizado rigido, de natureza conjuntiva, que
se dispde formando os ossos, estruturas rigidas e resistentes que formam o
esqueleto, apresentando propriedades mecénicas e Dbioldgicas distintas e
diferenciaveis. Ao lado do excelente comportamento mecanico, o osso exibe um

excelente potencial para regeneragcao (SCHENK, 1996).

Sendo o principal constituinte do esqueleto, o tecido 6sseo serve de suporte e
protecdo para as partes moles e protege os 6érgéos vitais, como os contidos nas
caixas craniana e toracica e no canal raquidiano. O osso € também o sitio onde se
aloja o tecido hematopoiético. Tem ainda, como fung¢do, apoiar os musculos
esqueléticos, transformando suas contragcbes em movimentos uteis, constituindo,
assim, um sistema de alavancas que amplia as forgas geradas na contragéo
muscular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Além disso, 0s 0ssos s&o reservatérios
de calcio, fosfato, dentre outros ions, e sdo essenciais na manutencao dos niveis
desses elementos no sangue (KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo especializado constituido de 33% de
matriz organica, que inclui 28% de colageno tipo | e o restante de matriz organica
formada por proteinas n&o colagenas, incluindo osteonectina, osteocalcina, proteina
morfogénica O0ssea, proteoglicana 6ssea e sialoproteina éssea. Apesar do aspecto
aparentemente inerte, os 0ssos crescem, sao remodelados e mantém-se ativos
durante toda a vida do organismo. Quando lesados, como em fraturas, sdo capazes
de sofrer reparacdo, fenbmeno que demonstra sua permanente vitalidade. A
homeostase do tecido ésseo € controlada por fatores mecanicos e humorais, locais e
gerais (TEN CATE, 1994; KATCHBURIAN; ARANA, 1999).
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Varios horménios possuem a capacidade de controlar a remodelacédo Ossea,
a qual ocorre simultaneamente em multiplos ossos. Os horménios sexuais
esteroidais, a exemplo do estradiol, bem como os horménios paratireoidianos,
paratorménio (PTH) s&o envolvidos no controle da remodelagéo éssea por atuarem
diretamente no processo de diferenciagao dos osteoclastos e, assim, no processo de
reabsorgao 6ssea (DUCY; SCHINKE; KARSENTY, 2000).

Do ponto de vista macroscépico, a estrutura éssea é classificada de acordo
com a densidade em osso compacto ou trabecular. Microscopicamente sao
classificados segundo a sua composi¢gdo em o0sso trangado, lamelar, fibroso e
composto (ROBERTS; GARETTO, 2000).

Diversos tipos celulares compdem o tecido 0sseo, dentre os quais:

- osteoblastos: células que sintetizam a parte organica da matriz 6ssea e que,
no momento em que estdo envolvidos completamente por matriz 6ssea dao origem
aos ostedcitos. Sdo encontrados alinhados ao longo das superficies 6sseas (ROSS;
ROMRELL, 1993; BURKITT; YOUNG; HEALTH, 1997; SILVA JUNIOR, 2000);

- osteocitos: células localizadas em cavidades ou lacunas dentro de
trabéculas oOsseas formadas. Estas células estdo associadas a nutricdo das
trabéculas, possuindo prolongamentos citoplasmaticos que se conectam uns aos
outros e representam, sobretudo, osteoblastos inativos aprisionados dentro do osso
(ROSS; ROMRELL, 1993; BURKITT; YOUNG; HEALTH, 1997; SILVA JUNIOR,
2000);

- osteoclastos: células que participam do processo de reabsor¢cdo do tecido
0sseo. Sao células gigantes e multinucleadas, extensamente ramificadas, derivadas
da fusdo de mondcitos que atravessam os capilares sanguineos. Os osteoclastos
penetram na matriz éssea, através da acdo enzimatica, formando depressdes
conhecidas como superficies de reabsor¢do ou Lacunas de Howship e constituem
um grupo extremamente importante, pois juntamente com os osteoblastos participam
na rotatividade e na remodelagao constante do osso (BURKITT; YOUNG; HEALTH,
1997).

As superficies internas e externas dos ossos sao recobertas por células

osteogénicas e tecido conjuntivo, constituindo o enddsteo e o peridsteo,
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respectivamente. A camada mais superficial do peridsteo contém, sobretudo, fibras
colagenas e fibroblastos. Alguns feixes de fibras colagenas do peridsteo,
denominadas fibras de Sharpey, penetram no tecido 6sseo prendendo firmemente o
peridsteo ao osso (BURKITT; YOUNG; HEALTH, 1997).

Na sua por¢ao mais profunda, o peridésteo € mais celular e apresenta células
osteoprogenitoras, morfologicamente parecidas com os fibroblastos. As células
osteoprogenitoras multiplicam-se por mitose e diferenciam-se em osteoblastos,
desempenhando importante papel no crescimento dos 0ssos e na reparacao das
fraturas. O endosteo €, em geral, constituido por uma camada de células
osteogénicas achatadas, revestindo as cavidades do 0sso esponjoso, o0 canal
medular, os canais de Havers e os de Volkmann (BURKITT; YOUNG; HEALTH,
1997; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

A presenga de mineral faz do osso um tecido unico, ndo somente do ponto de
vista biossintético, mas também do ponto de vista catabdlico. A quantidade de tecido
0sseo presente durante o crescimento fisiolégico e a remodelagdo do esqueleto é
determinada pela propor¢cdo entre as taxas de formagao e reabsor¢cao Ossea
(LERNER, 2000).

As células osteoblasticas desempenham papel fundamental nos processos de
formagdo Ossea e ativagcdo da fungdo osteoclastica. Quando completamente
diferenciados, os osteoblastos dispdem-se numa unica camada de células que
recobre as superficies dos ossos compactos e esponjosos (VAES, 1988). Desta
forma, estas células podem manter-se ativas produzindo o0sso, permanecerem
inativas ou envolvidas no processo de iniciagdo de reabsorgao 0ssea. Para ocorrer 0
processo de reabsorcdo 6ssea € necessario que as células osteoclasticas penetrem
nas camadas celulares constituidas pelos osteoblastos e ostedcitos, e recebam
acesso direto a superficie mineralizada (LERNER, 2000). Desta forma, as células
osteoblasticas e osteoclasticas possuem atividades intimamente relacionadas
(DUCY; SCHINKE; KARSENTY, 2000).

Nao apenas durante o desenvolvimento esquelético, mas também por toda a

vida, células advindas da linhagem dos osteoblastos sintetizam e secretam



38

determinadas moléculas que desencadeiam e controlam a diferenciacdo dos
osteoclastos (DUCY; SCHINKE; KARSENTY, 2000). As alteragdes promovidas no
fendtipo dos osteoblastos permitem a secrecdo de enzimas proteoliticas, as quais
degradam a matriz extracelular constituida pelos ostedcitos, além de estimularem a
diferenciagao das células progenitoras mononucleares dos osteoclastos, presentes
no periosteo, transformando-as em osteoclastos ativos multinucleares, para que,

assim, possam iniciar o processo de reabsorgéo do tecido 6sseo (LERNER, 2000).

Os osteoclastos também desenvolvem papel primordial na manutencao dos
niveis de calcio no organismo. Observa-se um aumento da atividade osteoclastica
em processos de excessiva perda 6ssea numa variedade de condi¢des patologicas.
Por outro lado, a diminui¢ao da atividade osteoclastica, possivelmente pela producao
de osteoclastos defeituosos ou devido a uma diminuigao na ativagao destes, é causa
de excessivo acumulo de osso, fato observado em diferentes patologias
osteopetroticas (LERNER, 2000).

A formacao 6ssea depende de dois pré-requisitos: suprimento vascular e
amplo suporte mecanico. Os osteoblastos exercem suas atividades apenas nas
proximidades adjacentes aos vasos sanguineos. A redugdo do oxigénio parece
alterar o codigo genético em diregdo ao tecido fibroso e fibrocartilaginoso (SCHENK,
1996), pois é conhecido que o suprimento adequado de oxigénio favorece a sintese

de colageno e a epitelizagao das feridas (KARU, 1987).

O processo de reparo 6sseo é descrito por trés fases: fase inflamatdria, fase
reparadora e fase de remodelagcdo. A fase inflamatéria € caracterizada pela
formagao de um coagulo sanguineo que envolve as superficies dsseas no local da
lesdo, estendendo-se pelo periésteo e cavidades medulares préximas,
acompanhadas de edema mais ou menos intenso. Instala-se, assim, um processo
inflamatdrio agudo com grande mobilizagdo de neutréfilos e macréfagos, provocado
pela liberagdo de substancias quimiotaticas (a exemplo da histamina e serotonina)
no local lesionado. Esta fagocitose tem como objetivo iniciar a remogao do coagulo
das regides necrosadas e dos ostedcitos mortos que surgem nas superficies 6sseas
da regido lesionada. Imediatamente apds, inicia-se a fase reparadora com o

aparecimento de um grande numero de fibroblastos produtores de colageno tipo Il
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responsaveis pela formacdo de um calo fibroso, no qual as fibras colagenas
envolvem a regido lesionada. A medida que a acdo dos macréfagos prossegue,
reabsorvendo o coagulo e o tecido 6sseo necrosado, surge, gradativamente, uma
nova rede capilar, oriunda das células endoteliais remanescentes dos vasos
rompidos e das células mesenquimais indiferenciadas, as quais invadem a regido do
coagulo juntamente com fibroblastos e osteoblastos, para formar rapidamente, um
novo tecido ésseo no local, por um processo de ossificagcdo intramembranosa ou
endoconjuntiva, resultando em um osso imaturo. O calo ésseo tem uma textura
propria, mais celular e menos mineralizada, indicando a rapidez do processo de
ossificacao e justificando a denominagao de osso imaturo. Na fase remodeladora, o
calo 6sseo passa por uma série de processos de reabsorgao e neoformacéao até que
a regido lesionada retome as caracteristicas morfolégicas, biomecénicas e
funcionais, as quais possuiam antes da lesdo. As atividades osteoblasticas e
osteoclasticas removem os excessos de material do calo 6sseo, restabelecendo as
cavidades Oésseas que existiam e reconstroem os sistemas de Havers e o
trabeculado de 0sso esponjoso na mesma disposi¢cao anterior a lesdo (CATANZARO
GUIMARAES, 1982; POSPISILOVA, 1982).

A remodelagcdo Ossea fisiologica € um processo complexo que resulta na
reabsor¢ao do osso pré-existente de uma determinada area especifica, seguida pela
neoformacéao éssea (HILL e ORTH, 1998). Desta forma, o equilibrio da massa 6ssea

depende da interacao entre esses dois processos (SWAMINATHAN, 2001).

O processo de reabsorcdo o6ssea inclui a dissolugdo dos cristais de
hidroxiapatita e a quebra das proteinas da matriz éssea extracelular (LERNER,
2000). Morfologicamente e bioquimicamente, o processo de reabsorgao éssea inicia-
se pela dissolugdo de componentes inorgénicos seguida da degradacdo da matriz
o0ssea. Com a evolugdo deste processo, os componentes organicos sao fagocitados
através de vesiculas, enquanto que, os componentes inorganicos sdo conduzidos
para o meio extracelular através da membrana celular (SALO et al., 1997; LERNER
et al., 1997).

Entende-se por regeneragao a substituicdo das células lesadas por outras de

mesma morfologia e fungdo. No tecido 6sseo, defeitos com dimensbes pequenas
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reparam-se com facilidade sem deixar cicatriz fibrosa, em virtude de dispor de
mecanismo reparador semelhante ao da osteogénese embriolégica (SEAL; OTERO;
PANITCH, 2001), mecanismo este que ndo ocorre em defeitos que apresentam

dimensodes maiores.

Estudos experimentais com o objetivo de avaliar o processo de regeneragao
Ossea deverdo apresentar defeitos com determinadas caracteristicas morfologicas
de extensdo e largura suficientes para impedir a regeneragcdo O0ssea espontanea.
Estes defeitos foram denominados por Schmitz e Hollinger (1986) como criticos.
Nestas situagdes, em que o defeito 6sseo criado atinge as propor¢des do tamanho
estipulado como critico ocorre a formagao de tecido conjuntivo fibroso em lugar de
0ss0. Isto pode ser considerado como o fator distintivo que serve para sugerir uma

inter-relacao entre defeito 6sseo critico e a ndo uniao fibrosa.

2.2 RADIACAO LASER

No inicio do século XX, o fisico alemao Albert Einstein, em 1917, expds os
principios fisicos da emissao estimulada baseados na teoria quantica proposta por
Planck em 1900, a qual discute as relagbes entre as quantidades de energia
liberadas por processos anatémicos bem como a interacdo de atomos, ions e
moléculas com a radiagdo eletromagnética em termos de absor¢do e emissao
espontanea de radiacdo. Os principios da emissao estimulada de fétons séao
estabelecidos a partir do “bombeamento” de um meio ativo, elevando o atomo a um
nivel superior de energia. A emissao de energia ocorre quando o atomo retorna do
seu estado orbital de excitagcdo para um nivel inferior. O excesso de energia é
liberado na forma de um féton (PINHEIRO et al., 1998). E sob este principio de
emiss&o estimulada que a luz /aser esta apoiada (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO,
1998).

O laser € um dispositivo que produz radiagao eletromagnética no espectro da
luz. Inicialmente, apenas uma pequena parte da radiagdo eletromagnética era

conhecida, isto &, a parte visivel. Newton e outros fisicos foram os primeiros a
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demonstrar as caracteristicas das ondas eletromagnéticas, quando propuseram que
as ondas de luz podiam interferir umas com as outras. O passo seguinte foi mostrar
que as varias cores correlacionavam-se com diferentes comprimentos de onda. A luz
vermelha tem o maior comprimento de onda, enquanto a violeta possui 0 menor. As
outras cores (laranja, amarelo, verde e azul) estdo entre estes extremos. A radiacéo
com comprimento de onda maior que o vermelho foi denominada infravermelha. Esta
radiacdo, entretanto, € completamente invisivel, pois ndo tem energia de foton
suficiente para excitar as células visuais na retina do olho humano. Do mesmo
modo, a radiagao invisivel com comprimento de onda menor que a luz violeta foi
denominada de radiagéo ultravioleta (PONTINEN, 1992).

Somente em 1960, Maiman criou o primeiro /aser sélido, utilizando como meio
ativo uma pedra de Rubi. Em 1961, praticou-se com éxito a primeira intervengao
cirurgica com Jaser. O primeiro relato, in vivo, do uso da radiacdo laser em
Odontologia foi descrito por Goldman, Ruben e Sherman, em 1964, os quais
utilizaram o /laser de Rubi em tecidos dentarios duros. Apesar dos danos térmicos
provocados pelo /aser, os autores foram capazes de demonstrar a real importancia
dos principios estabelecidos por Einstein no inicio do século passado (BRUGNERA
JUNIOR; VILLA; GENOVESE, 1991). A aplicagdo da terapia /aser n&o cirlrgica,
especificamente na Odontologia, teve inicio com Benedicente (1982) com um
aparelho laser diodo de Arseneto de Galio (GaAs A=904 nm) (NICCOLI FILHO et al.,
1993).

As caracteristicas fundamentais do /aser, derivadas dos fendbmenos fisicos de
sua producao, e que o tornam totalmente diferente da luz natural, sdo: coeréncia,
monocromaticidade, unidirecionalidade e alto brilho (PINHEIRO; FRAME, 1992).

Sabe-se que a luz coerente é caracterizada por possuir todas as ondas com o
mesmo comprimento, consequentemente possuindo a uniformidade da luz. A
monocromaticidade revela a pureza da luz /aser, composta de uma unica cor, com
qualidade de brilho e comprimento de onda especifico, enquanto que, o efeito
colimado apresenta todas as ondas sempre paralelas entre si, ndo havendo
dispersdo, ou seja, sdo capazes de percorrer longas distancias sem aumentar seu
didmetro (MAILLET, 1987; GENOVESE, 1992; MAINAN, 1996; BRUGNERA
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JUNIOR; PINHEIRO, 1998; LOW; RED, 2001; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).
Cada uma destas propriedades, em separado ou em conjunto, possibilita aplicacées
especificas e de grande resultados na area biolégica (PONTINEN, 1992; NICCOLI
FILHO et al., 1993).

Conforme Brugnera e Pinheiro (1998) os lasers podem ser classificados em
dois grandes grupos, conforme sua poténcia e capacidade de interagcdo com os
tecidos: os lasers de baixa poténcia ou n&o-cirurgicos e os lasers de alta poténcia ou
cirargicos. Os lasers podem ser ainda classificados quanto a forma de emissao da
radiacdo em continuos (onda continua), pulsateis (onda com pulsos) e Q-switched
(ondas desencadeantes). O meio ativo destes /asers pode ser sdlido, liquido, gasoso

ou misto.

Segundo Miserendino e Pick (1995), no modo continuo a radiacdo é emitida
continuamente durante o acionamento do aparelho em poténcia constante. Os
efeitos térmicos causados pela elevacao da temperatura na area de aplicacdo sao
marcantes, pois ndo ha tempo para o resfriamento do tecido. Esse modo de emissao
e utilizado, principalmente, para vaporizagao, corte e coagulagao de tecidos moles.
No modo pulsatil, o laser € emitido em pulsos cuja duragao e repeticdo podem ser
variaveis, intercalados por um periodo sem emissdo. Isso diminui os efeitos
térmicos, possibilitando especificidade e precisdao na interacdo entre o laser e o
tecido. Assim, pode-se obter a ablacdo de tecidos duros com danos térmicos
minimos e a vaporizag¢ao superficial de tecidos moles. Os efeitos sdo modulados nao
s6 pela energia por pulso aplicada, mas também pelo numero, duragéo e repeticéo

dos mesmos.

Os lasers podem ainda ser entregues em contato ou n&o com o tecido-alvo.
Na entrega em contato dos /asers de alta poténcia, além do efeito especifico no
tecido, pode ocorrer interagao entre o instrumento de entrega do /aser e este ultimo,
0 que é especialmente valido para os /asers de alta poténcia entregues em contato
por intermédio de fibra oOptica. As altas temperaturas, atingidas na interface de
contato entre a fibra e o tecido, causam o derretimento da primeira. Mdultiplos tipos

de pontas para entrega de lasers estdo disponiveis para utilizagcdo, cada uma
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conduzindo a efeitos especificos e distintos, possibilitando aplicacbes diversas
(BRADLEY, 1997).

Os lasers também podem ser classificados de acordo com seu comprimento
de onda e densidade de poténcia. O comprimento de onda determina as
propriedades do /aser, enquanto a densidade de poténcia modula seus efeitos
(ROSENSHEIN, 1997). O comprimento de onda, analisado fisicamente, corresponde
a distancia entre dois picos maximos ou dois picos minimos, medida na direcido em
que a onda estd se movimentando, enquanto que, a freqiéncia de onda é
determinada pela quantidade total de ondas que passam por um determinado ponto
durante o periodo de um segundo (WALSH, 1992). O comprimento de onda é
determinado especificamente pelo meio contido no interior da camara de
ressonancia éptica. Este meio pode ser sélido (rubi, cristais de Nd:YAG, Er:-YAG, Ho:
YAG), liquido (/asers de corante, como o rodamina) ou gasoso (CO,, lasers excimer,
ArF, XeCl) (ROSENSHEIN, 1997). O meio ativo determina afinidade ou n&o do /laser
com o tecido alvo, o que é extremamente relevante, pois apenas a indicagao correta
do laser para determinado tecido resultara no objetivo esperado (BRUGNERA
JUNIOR et al., 2003).

A densidade de poténcia (DP), expressa em W/cm? modula os efeitos do
laser através da regulacdo da quantidade de energia que € entregue aos tecidos.
Além dos fatores fisicos, os fatores temporais devem ser considerados, a exemplo
da forma de emissdo da luz (continua, pulsada ou desencadeada), da taxa e da
duracao da pulsacdo. Deve-se, ainda, considerar a utilizagdo ou ndo de fibras de

contato, ou se o raio é focado ou desfocado (PINHEIRO, 1998).

Outro fator a ser considerado € a densidade de energia (DE) ou fluéncia, a
qual estabelece a relagdo entre a energia administrada por um emissor laser e a
superficie de radiagdo do raio de luz laser ou spot, sendo expressa em J/cm?.
Geralmente, refere-se a densidade quando se fala em dose de tratamento (RIGAU;
MAS, 1998). Atualmente sdo muitos os equipamentos que dispdem de calculo direto,
sendo determinado automaticamente o tempo de exposicdo através da insercdo da

DE, poténcia de emissao e da area do spot.
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O laser de baixa poténcia foi introduzido na area médica ha aproximadamente
30 anos. Os aparelhos utilizados atualmente estao disponiveis em ambas as formas
de emissao, continua e pulsatil, e operam com comprimentos de onda no espectro
visivel ou invisivel (TURNER; HODE, 1997). Ao contrario do laser cirGrgico que
opera com poténcia de miliwatts a centenas de watts, provocando ablacio tecidual,
0 laser nao-cirurgico tem sua poténcia variando de 1-50 mW, o que n&o provoca
alteragdes de temperatura nos tecidos (HALL et al., 1994). Apesar disto, ha uma
tendéncia de se produzirem equipamentos com poténcias mais elevadas, como, por
exemplo, alguns aparelhos de laser de Arseneto de Galio e Aluminio (AlGaAs) cuja
poténcia ja alcanca 1000 mW (TURNER; HODE, 1997).

A terapia com a luz laser em baixa poténcia deve seguir os seguintes
parametros: escolha do comprimento de onda, densidade de energia, densidade de
poténcia, tipo de regime de operacdo do laser, freqiéncia do pulso, numero de
sessodes, caracteristicas opticas do tecido, como os coeficientes de absorcéo e
espalhamento (CATAO, 2004).

Os lasers de baixa intensidade sao usados com o propésito terapéutico, em
virtude das baixas densidades de energias usadas e comprimento de onda capaz de
penetrar nos tecidos. Muitos estudos tém demonstrado a utilizacido do /laser em
baixa intensidade na Odontologia promovendo uma recuperagcdo mais rapida e
menos dolorosa (CATAO et al., 2003).

Os lasers em baixa poténcia mais utilizados na terapéutica sdo os lasers
Hélio-Nebnio (HeNe) e os diodos (BASFORD, 1995; PINHEIRO, 1998). O laser
HeNe foi o primeiro laser gasoso desenvolvido e também o primeiro a emitir de
forma continua raios com dois comprimentos de onda: A=632,8 nm (vermelho) e
A=543,5 nm (verde) com poténcia podendo variar de 1 mW a dezenas de mW
(BASFORD, 1995). Segundo Ribeiro (1999) é util definir a possivel agdo dos lasers
em baixas intensidades de poténcia como efeitos ndo térmicos no ponto de vista

fisico.

O laser diodo € um chip semicondutor que funciona como um diodo elétrico,

com comprimento de onda variando entre A =620 nm e A =1500 nm, nos espectros
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vermelho e infravermelho, que sdo determinados pelo tipo de material semicondutor
utilizado. Na maioria dos semicondutores, a energia € liberada na forma de calor.
Porém, em materiais como galio, aluminio e arsénio, a energia é liberada na forma
de fétons (PINHEIRO et al., 1998). Os mais comuns sado, geralmente, variagdes do
GaAlAs, o qual emite um espectro na faixa do infravermelho (A=700 nm a 940nm),
ou do fosfeto arseneto de galio e indio (InGaAsP), o qual emite espectro visivel de
luz vermelha (A=600 a 680nm), com poténcia tipicamente entre 10 e 50 mW
(WALSH, 1997).

Os lasers de GaAlAs sdo muito utilizados na biomodulagado. A composicao do
cristal semicondutor de luz pode variar consideravelmente. Dependendo da
porcentagem de cada substancia utilizada, o comprimento de onda da luz emitida
pode variar de A=660 a A=940 nm. Os mais utilizados sdao os Jasers com
comprimento de onda de A =820 a A =830 nm (infravermelhos) e A=670 nm
(vermelho), os quais emitem radiagdo tanto no modo continuo quanto no pulsado
(PONTINEN, 1992).

As propriedades terapéuticas dos /lasers vém sendo estudadas desde a sua
descoberta, sendo a sua acdo analgésica observada particularmente sobre as
formas de dor crbénica de diversas etiopatogenias, desde os receptores periféricos
até o estimulo no sistema nervoso central. Portanto, a terapia LLLT quando utilizada
nos tecidos e nas células ndo é baseada em aquecimento, isto €, a energia dos
fotons absorvidos n&o sera transformada em calor, mas sim nos efeitos
fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobioldgicos (CATAO, 2004). Um pequeno aumento
da temperatura local, o qual ndo excede 1°C, é observado em consequéncia do
aumento da atividade metabdlica celular na area irradiada. A resposta celular € o
referencial bioldégico que diferencia a acdo dos /asers operando em diferentes
densidades de poténcia, determinando, consequentemente uma resposta foto-
reativa do tecido apds a radiacdo (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

O entendimento da interacdo entre os lasers e os tecidos, baseia-se
principalmente no entendimento das reacbes que podem ser induzidas nestes
tecidos pela luz /laser. Cada tipo de laser resulta em uma luz de comprimento de

onda especifico, e cada comprimento de onda reage de uma maneira diferente com
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cada tecido. Outro fator importante que deve ser analisado, conjuntamente, é a
densidade de energia (KARU, 1987; VECOSO, 1993; BRUGNERA JUNIOR, 2003).

A laserterapia tem sido usada com grande sucesso na clinica odontolégica.
Possuidora de uma metodologia simples e de baixo custo, pode ser integrada como
terapia coadjuvante a tratamentos convencionais ou usada isoladamente de forma
eletiva em algumas patologias. E uma grande auxiliar no exercicio profissional em
associagdo com praticamente todas as especialidades da Odontologia,
considerando que as respostas organicas decorrentes de agentes agressivos, sejam
mecanicos, quimicos ou bioldgicos, geram uma resposta inflamatéria acompanhada
na maioria das vezes de sintomatologia dolorosa (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

A laserterapia de baixa intensidade tem sido associada com uma variedade
de efeitos bioldgicos, como o aumento da proliferacdo epitelial e fibroblastica,
estimulo a produgédo de colageno e atividade fagocitaria, bem como a producéo de
endorfinas (MESTER et al.,, 1971, MESTER et al., 1973, TAKEDA, 1988; DO
NASCIMENTO et al.,, 2004), tendo por consequéncia a produgdo de efeitos
terapéuticos analgésicos, antiinflamatérios e reparador tecidual (FRANKS, 1999;
BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

A laserterapia esta indicada para regides traumatizadas, pois aumenta a
atividade fibroblastica, auxiliando a reparacdo tecidual. Também na
dessensibilizagdo dentinaria pds-preparo cavitario ou cervical aumentando o limiar
das terminag¢des nervosas livres, produzindo assim, um efeito analgésico (MELLO;
MELLO; MELLO, 2001).

A acédo anti-algica da radiagcdo laser parece resultar de uma soma de
intervencdes em diferentes niveis, entre outras causas, analgesia de curta duragao
(de 12 a 24h), tornando-se mais intensa com o decorrer do tratamento aplicado a
cada caso, podendo transformar-se em duravel ou definitiva (CATAO, 2004). A
resposta analgésica da fototerapia pode ser medida por mecanismos
hormonais/opidides e suas respostas dependem diretamente da dose e do
comprimento de onda (LAAKSO, 1994).
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A acao antiinflamatéria é exercida mediante a aceleragdo da microcirculagéo,
originando alteragdes na pressao hidrostatica capilar, com reabsor¢cdo do edema e
eliminagcdo do acumulo de catabdlitos intermediarios, tais como o acido purinico e o
lactico. Por outro lado, o laser aumenta a celularidade dos tecidos radiados,
acelerando o tempo de mitose, agcdo esta que é observada principalmente nos
processos de reparagao cicatricial de lesdes, por proporcionar uma maior
vascularizacdo e formacdo abundante de tecido de granulagcdo (KARU, 1987;
VECOSO, 1993).

A terapia com laser de baixa intensidade influencia mudancas de carater
metabdlico, energético e funcional nos corpos submetidos a radiagdo. Favorece o
aumento da resisténcia e da vitalidade celular, biomodula a resposta inflamatéria e
permite a evolugado para a cura em periodo de tempo menor, ou seja, proporciona
um maior estimulo a normalidade funcional celular, com maior rapidez (BRUGNERA
JR., 2003; CATAO, 2004).

2.3 LASERTERAPIA

A laserterapia € usada na Biomedicina, principalmente para promover a
regeneragao tecidual e tem como vantagens, o controle da dor pds-operatéria, a
estimulagdo da cicatrizacdo, reducdao da inflamacdo e a diminuicdo da dor. O
aumento na producdo de fibroblastos e colageno, o aumento da circulagéao
sanguinea dentro do tecido regenerado bem como o efeito supressivo nas reagoes

imunes sdo também alcangados com a laserterapia (PINHEIRO; FRAME, 1992).

Observagdes clinicas tém sugerido que a LLLT tem efeitos benéficos no
processo de cicatrizagao tecidual. Embora a terapia com lasers de baixa poténcia
seja utilizada sem o estabelecimento de protocolos clinicos especificos, varios
autores tém reportado os efeitos biomoduladores nos processos de cicatrizacdo em
modelos animais e em meios de cultura tecidual. A terapia com /aser em baixa

intensidade é caracterizada por promover a estimulacdo no crescimento celular,
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revascularizacao e redugao dos sinais inflamatoérios em processos de cicatrizacdo de
feridas. O mecanismo pelo qual o /aser promove a aceleragdao nos processos
cicatriciais é estabelecido através de um estimulo no metabolismo intracelular e na
producao de colageno pelos fibroblastos, os quais produzem uma maior organizagao
e entrelagcamento das fibras colagenas (KERT; ROSE, 1989; LYONS et al., 1987).

A laserterapia tem sido promovida, desde o final dos anos 60 do século
passado, como um tratamento novo, seguro e efetivo para varias condigcdes
neurologicas, musculoesqueléticas e de tecidos moles, ocupando intensidades de
radiacao tao baixas que qualquer efeito biolégico que possa ocorrer € decorrente do
efeito direto da radiacéo e nao do resultado do aquecimento promovido. Isto significa
que a elevagao da temperatura induzida pela radiacdo deve ser minima, talvez nao
mais do que 0,1° C a 0,5° C (BASFORD, 1989).

O laser, que ha muito vem tentando ganhar reconhecimento mundial, ainda
nao € uma terapia bem definida. Durante muito tempo seu estudo deu-se em artigos
sem grande valor cientifico, principalmente em paises do Leste da Europa.
Documentagao incompleta sobre o protocolo de radiacido e auséncia de grupos
controles apropriados causavam dificuldades de comparagdo entre os diferentes
trabalhos. Contudo, trabalhos mais controlados, passiveis de reproducéao, trouxeram
maior credibilidade a terapia. Estudos recentes do Food and Drug Administration
(FDA) com lasers de baixa poténcia estdo atraindo bastante interesse para a
laserterapia (SCHINDL et al., 2000).

A compreensao dos fendmenos que envolvem a interacdo entre os diversos
lasers e tecidos baseia-se principalmente no entendimento das reag¢des que podem
ser induzidas nesses tecidos pela luz laser. Todavia, além de fatores inerentes ao
laser, devem ser observadas as caracteristicas peculiares de cada tecido,
principalmente as que controlam as reacdes moleculares e bioquimicas. Outro
aspecto a considerar € a propriedade Optica de cada tecido, a qual determina a
extensao e a natureza da resposta tecidual que ocorre através dos processos de
absorgdo, transmissdo, reflexdo e difusdo da luz laser (BRUGNERA JUNIOR;
PINHEIRO, 1998).
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A extensdao da interacdo entre lasers e tecidos é determinada pelo
comprimento de onda da luz laser e pelas caracteristicas Opticas de cada tecido.
Quando a luz /aser incide em um tecido biologico, uma parte da luz é refletida e uma
parte da luz remanescente que foi transmitida € espalhada dentro do tecido; a parte
da luz remanescente € absorvida, tanto pela agua do tecido ou por algum outro
croméforo absorvedor, como a hemoglobina e a melanina. Finalmente, uma parte da
luz pode ser transmitida ao longo de toda a espessura do tecido (ZEZELL et al.,
2004).

Existe no organismo animal, uma funcao foto-reguladora, a partir de certos
fotorreceptores capazes de absorver um féton de um determinado comprimento de
onda, chegando a provocar uma transformac&o na atividade funcional e metabdlica
da célula (PINHEIRO, 1998).

Na maioria dos comprimentos de onda, a propagacgao do /aser nos tecidos é
influenciada pela dispersdo e pela absorcdo. A absorcdo da radiacdo laser nos
tecidos tem sido bastante investigada e seu comportamento basico, particularmente
a dependéncia do comprimento de onda, é bem documentado para a maioria dos
seus cromoforos. A dispersdo do /aser nos tecidos € muito complexa. Varias
estruturas como fibras colagenas, células e organelas celulares, vasos e outros
componentes teciduais, bem como a forma e a orientagdo de tais estruturas,
influenciam na dispersao do /aser no tecido (HILLENKAMP, 1989).

De acordo com Kolarova, Ditrichova e Wagner (1999) a transmissdo da
radiagcao optica depende de fatores individuais de cada estrato celular componente
da pele humana. Em geral, parte da luz é refletida apds alcancar a pele e parte da
luz penetra dentro das camadas celulares profundas, a qual pode sofrer o fendmeno
de espalhamento ou absorcdo de acordo com as caracteristicas opticas de cada
tecido. Na pele humana, o fendmeno de absorcdo é predominante na epiderme e
nas camadas mais superficiais da derme, enquanto que, o fenbmeno de
espalhamento é promovido pelas fibras colagenas nos estratos celulares mais

profundos.
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A penetracdo e a dispersado da luz ultravioleta e da luz visivel na pele séo
dependentes do comprimento de onda da fonte emissora e das propriedades Opticas
individuais das camadas da pele. Na epiderme, a maior responsavel pela absorgao é
a melanina. O comprimento de onda de A=400 a A=600 nm ¢ absorvido na derme
por cromoéforos da pele: hemoglobina, oxi-hemoglobina, bilirrubina e caroteno. Uma
pobre absorcao pelo sangue ocorre com comprimentos de onda de A=700 a A=1300
nm, com pouca dispersdo na derme (KOLAROVA; DITRICHOVA; WAGNER, 1999).

Segundo Ohshiro e Fujino (1993), a absor¢ao e a difusdo do /aser no tecido
resultam numa resposta fotorreativa. Esta € consequéncia de uma fotodestruicdo ou
uma fotoativacdo tecidual, determinadas pelos efeitos fotoquimico, fototérmico,

fotomecanico e fotoelétrico do /aser.

O laser cirargico normalmente causa fotodestruicdo celular, elevando a
temperatura do tecido (efeito fototérmico), desnaturando o conteudo protéico celular,
coagulando, vaporizando o conteudo hidrico da célula e carbonizando o tecido.
Enquanto isso, o /aser de baixa intensidade atua por fotoativacdo celular, também
denominada de fotobiomodulagdo, determinada pelos efeitos fotoquimicos,
fotoelétricos ou fotofisicos, ndo acarretando o efeito fototérmico (BRUGNERA
JUNIOR et al., 2003).

A biomodulacédo pelo laser € um fendbmeno fotobiolégico. A magnitude do
efeito da bioestimulagcdo depende do estado fisiologico da célula antes da radiagao.
Estudos indicam que a radiacdo com /asers causa um aumento no numero de
células, especificamente se estas encontrarem-se na fase de transicao G1-S, bem
como, na fase S da mitose celular. Tal fato esta relacionado ao aumento da sintese
de DNA (Acido Desoxirribonucléico) pelas células na fase S da mitose celular
(KARU, 1989).

Os efeitos positivos da fototerapia em casos de tratamento sistémico podem
ser explicados pelo fato de a luz de baixa poténcia (azul, vermelha) atuar nas células
excitaveis para gerar um potencial de agdo nas mesmas (KARU, 1989). Quando as
células sao radiadas por /lasers com varios espectros de ondas visiveis, a luz é

absorvida pelos componentes da cadeia respiratéria e os eventos primarios
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fotoquimicos e fotofisicos ocorrem no interior das mitocbndrias, em caso de
organismos eucariontes; e nas membranas celulares, em caso de células
procariontes (TIPHLOVA; KARU, 1987).

A luz laser através da reacado fotoquimica promovida induz a uma direta
ativacao na sintese de enzimas (LOPES, 1999), e essa luz tem como primeiros alvos
os lisossomos e as mitocondrias das células. As proteinas sdo as estruturas que
mais tém afinidade pela luz vermelha e infravermelha usada na laserterapia
(WALSH, 1992).

A cadeia respiratoria mitocondrial € um sistema dindmico unitario responsavel
pela absorcdo da energia laser em um determinado ponto, promovendo
transformacdes em toda a cadeia respiratéria celular e em todo o estado metabdlico
celular (TIPHLOVA; KARU, 1987). A absorgcao da luz por componentes da cadeia
respiratoria — flavinas desidrogenases, citocromos e citocromos oxidase — causa
uma pequena ativacao da cadeia respiratéria, o que ocasiona alteracbes em ambos
os potenciais de agdo das membranas, mitocondrial e citoplasmatica (KREBS;
VEECH, 1970).

A luz laser promove um estimulo proliferativo celular através de acdes sobre
sistemas especificos responsaveis pela proliferacdo celular (KARU, 1989;
KAWASAKI; SHIMIZU, 2000). O sistema ciclico da adenosina monofosfato (CAMP) é
o responsavel pelo controle da biossintese do DNA e RNA (acido ribonucléico) e
pela realizagdo das atividades biologicas destas macromoléculas (BOYNTON;
WHITFIELD, 1983). As organelas n&do absorvem a luz infravermelha, apenas as
membranas apresentam respostas a este estimulo. As alteragdes no potencial de
membrana, causadas pela energia de fétons no infravermelho préximo, induzem a
efeitos fotoelétricos, causando choque entre células que se traduz intracelularmente
por um incremento na sintese de ATP (trifosfato adenosina) (LOPES, 1999;
PINHEIRO; GERBI, 2006).

Segundo Karu (1989) é possivel concluir que a radiagdo com luz
monocromatica, nos espectros azul, vermelho e infravermelho, pode aumentar os

processos metabdlicos celulares e ativar a proliferagcdo celular. Os efeitos
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fotobiolégicos de estimulagdo dependem diretamente do comprimento de onda, da
dose e da poténcia da luz utilizada. Além disso, quando se requer a produgao de
efeitos biomoduladores é necessario que a densidade de energia efetiva seja
comparativamente baixa (10 -10° J/m?) e o periodo de tempo da radiagdo seja curto
(10 -100s).

Portanto, quando a luz /aser interage com as células e com os tecidos na
dose adequada, outras funcdes celulares poderao ser estimuladas, tais como: a
ativacdo de linfocitos e mastdcitos (CATAO, 2004), incrementos da formacgdo de
colageno e precursores (PONTINEN, 1992), aumento do nivel B-endorfinas no
liquido cefalorraquidiano nos tratamentos de algias do trigémio; variagdes
quantitativas de prostaglandinas; liberagdo do conteudo dos granulos
citoplasmaticos da fagocitose (ELSAYED; DYSON, 1990), como também o efeito
modulador na sintese protéica, na revascularizagdo, na proliferacdo e na
diferenciacao celular (BASFORD, 1989; ROCHKIND et al., 1989; BASFORD, 1995;
PINHEIRO; GERBI, 2006). Outros efeitos relatados incluem a capacidade
imunossupressora (RIGAU, 1998) e a regeneracao nervosa (ANDERS et al., 1993).

Em alguns estudos sobre neoformacgédo Ossea, existe a sugestdo de que o
efeito biomodulador do /aser ndo seria apenas por suas propriedades especificas,
mas também pela criagdo de uma série de condi¢gbes locais que acelerariam a
neoformacéao 6ssea (TRELLES; MAYAYO, 1987).

A biomodulagéo tecidual €, sem duvida, uma das areas de maior controvérsia
no uso dos /asers na Odontologia. Uma area de grande duvida no momento € o uso
de lasers em tecido 6sseo, embora muitos autores aceitem e recomendem seu uso
(PINHEIRO; FRAME, 1992).

Os efeitos da laserterapia na ferida cirdrgica tém sido atribuidos ao aumento
da proliferacao celular. Porém, ha controvérsias no que diz respeito aos efeitos da
laserterapia ndo cirurgica na proliferagdo celular, pois existem estudos que, ora
apresentam efeitos estimulatérios e, ora inibitérios da acdo do /laser nas culturas
celulares (KARU, 1989).
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Tal mecanismo estimulatorio e inibitdério da agdo do /aser nas culturas
celulares, utilizando luz visivel com o mesmo comprimento de onda e mesmo
coeficiente de absor¢cdo da luz podem ser explicados da seguinte forma: ha dois
processos envolvendo os mesmos fotoprocessos primarios de excitagao eletrdnica:
um dos quais € o responsavel pela aceleragdo da transferéncia dos elétrons,
ocasionando alteragcdes no potencial de membrana celular em alguma seccédo da
cadeia respiratdéria mitocondrial, enquanto que, o outro processo explicita a
transferéncia da energia de excitagdo do oxigénio sob a forma de radical livre. A
baixa dose de radiagdo causa regulacdo do metabolismo celular e
consequentemente, ocorre a predominancia dos processos formativos. Com doses
elevadas, o dano ao sistema fotodinamico prevalece; sendo a quantidade de luz
fornecida a célula, um gatilho para regulacdo do metabolismo celular. Isto explica
porque as baixas doses e intensidades sdo necessarias (KARU, 1989). A magnitude
do efeito biomodulador esta diretamente relacionada com o estado fisiolégico da
célula antes da radiagdo. Por essa razao, os efeitos biomoduladores nem sempre
séo possiveis (WEBER et al., 2006).

O processo de reparo das feridas pode ser dividido em trés fases: a celular, a
proliferativa e a remodeladora. A maior parte dos relatos sobre bioestimulacdo a
laser sugere que os efeitos mais importantes da laserterapia ocorrem na fase de
proliferacdo, pois se acredita que o processo de metabolismo celular acentua-se
devido a fotorecepg¢ao mitocondrial pela luz monocromatica; isto sugere que o laser
aumenta o metabolismo respiratério de certas células e, assim, modifica as
propriedades eletrofisiologicas da célula (MEYERS, 1990; PINHEIRO; GERBI,
2006).

A laserterapia tem empregado largas por¢cées do espectro de luz visivel e
infravermelho. Os primeiros estudos enfatizavam a luz visivel de laser com meio
ativo gasoso, como o hélio-nednio, rubi, argbnio e cripténio. Mais recentemente, os
lasers diodos semicondutores de GaAs e GaAlAs tornaram-se mais disponiveis e
vém sendo muito utilizados e estudados. Ha uma aceitagdo crescente que estes
lasers sao particularmente efetivos. Hoje, os aparelhos de HeNe ainda sdo muito
utilizados, mas a maioria dos trabalhos é feita com o GaAs e GaAlAs com
comprimentos de onda entre A=820 nm e A=904 nm (BASFORD, 1995).
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A laserterapia inicialmente envolvia lasers com poténcias iguais ou menores
a 1 mW. Com o tempo, a tecnologia melhorou e as poténcias aumentaram, variando
entre 10 e 90 mW, ou mesmo um pouco acima de 100 mW. O tempo de tratamento,
entretanto, diminuiu enquanto a poténcia aumentou e a dose permaneceu préxima
de 1 a 4 Jicm®. Devido as semelhancas na dose e a convergéncia na escolha do
laser, diferencas significativas persistem entre os tratamentos, destacando-se:
velocidade do pulso, modo de aplicagdo (em contato ou ndo) e utilizagdo de um

unico comprimento de onda ou uma combinagéo destes (BASFORD, 1995).

Kolarova, Ditrichova e Wagner (1999) investigaram o grau de penetracédo da
luz laser de diferentes comprimentos de onda através de camadas da pele e de
tecido de granulagdo em ulceras. Para o estudo, as amostras de pele foram obtidas
de homens com idades entre 16 e 40 anos, submetidos a cirurgia plastica, em
diferentes regides do corpo, enquanto as amostras do tecido de granulagdo foram
obtidas de ulceras femurais. Os lasers utilizados foram o HeNe (A=632,8 nm; 50
mW) e um Jaser semicondutor (A=675 nm; 21 mW). A medi¢gdo da penetracdo do
laser foi efetivada com um fotodetector e a andlise de dados, realizada em
computador. A espessura das amostras foi padronizada em 19 mm.
Aproximadamente 0,3% do laser HeNe e 2,1% do semicondutor penetraram nas
amostras. O tecido de granulagdo apresentou propriedades Opticas
significativamente diferentes e a medigao da penetracao do /aser foi quase 2,5 vezes
maior do que a penetragcdo na pele normal com espessura semelhante, devido as
diferencas histologicas estruturais. Diferencas também foram encontradas entre
tecidos normais de distintas regides do corpo. Os autores concluiram que a
penetragcdo do /aser na pele € um fator decisivo para a selegao da dose de sua

radiagao.

Varios mecanismos de bioestimulagdo pelo /laser tém sido propostos e
investigados. Passarella et al. (1984) mostraram que a radiagcéo /aser geraria um
potencial eletroquimico extra e um aumento na sintese de ATP a nivel mitocondrial.
Utilizando o laser de HeNe (A= 632,8 nm; 15 mW), constataram um aumento no
gradiente de ions ao nivel da membrana mitocondrial e uma sintese de ATP
aumentada em 70%, em células radiadas, em relagdo aos controles nao radiados.

Os autores atribuiram a radiacao /laser as alteragdes nas mitocdndrias celulares, pois
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quando os experimentos foram realizados na presenca de inibidores dos canais de
transporte de elétrons da membrana mitocondrial, a radiagdo ndo produziu nenhum
efeito, indicando que a bioestimulagdo com o /aser requer o transporte de elétrons

nas membranas mitocdndrias para exercer a sua agao.

Anneroth et al. (1988) analisaram o efeito do tratamento com um Jaser
infravermelho na cicatrizagdo de feridas em ratos, tanto histolégica quanto
macroscopicamente. Para o estudo, foram utilizados 14 ratos Sprague-Dawley, nos
quais duas feridas foram realizadas bilateralmente na regido caudal de cada animal.
Uma ferida em cada rato recebeu tratamento com radiacdo /aser. A ferida
contralateral foi mantida sem tratamento, servindo como grupo controle. O periodo
de observacgao total foi de 15 dias, sendo que, a cada dia, um animal era morto para
avaliagcdo. Os ratos foram radiados diariamente com um /aser diodo (GaAs; A= 904
nm; 500 Hz; 0.5 mW e aproximadamente 8 min), tendo a ponteira do /aser sido
posicionada perpendicularmente e com uma distancia de 5 mm, até o momento de
sua morte. Os resultados ndo mostraram nenhuma diferengca no que se refere ao
tempo de sangramento e ao periodo de cicatrizagdo e no que concerne a formagéao
e a perda da crosta. Nenhuma ferida apresentou sinais de infecgdo durante o
periodo de observagdo. O exame histoldégico também nado apresentou nenhuma
diferenca morfolégica dbvia entre as feridas tratadas e ndo-tratadas. Os autores n&o
confirmaram, com este estudo, que o uso do /aser de baixa poténcia pode melhorar

0 processo de cicatrizagao de feridas.

Os efeitos da LLLT na cicatrizacdo e contragao das feridas também foram
observados por In de Braekt et al. (1991) apds cirurgia de palatoplastia em caes
Beagles de 12 anos de idade. Um total de 30 caes foi utilizado como amostra, sendo
um grupo controle sem laser (n=6) e outros dois experimentais: sem laser (n=12) e
com laser (n=12). Em ambos os grupos experimentais, a incisdo de Von Langerbeck
foi instituida no palato tendo a area de exposi¢cao dssea palatina de um dos grupos
experimentais sido submetida a radiagcdo com o laser AsGaAl (A=830 nm; 30 mW; 1
Jicm?, 33s, CW). Os animais foram submetidos a trés sessdes por semana, tendo a
primeira radiacdo estabelecida no pds-operatério imediato, perfazendo um total de
dez sessdes. Em cada sessdo foram instituidos quatro pontos de aplicacao

adjacentes a area 6ssea exposta. O processo de cicatrizagao tecidual foi observado
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clinicamente até a completa cicatrizagcao das feridas, perdurando por 04 semanas. A
contragcado das feridas foi realizada pela mensuracdo da distancia entre pontos
tatuados na mucosa palatina - na area de fechamento da incisdo promovida - até as
margens opostas da exposi¢cdo Ossea das feridas. Nao foram observadas diferengas
significativas na qualidade, na taxa de formacdo da cicatrizacdo da ferida e na
distancia entre os pontos tatuados, comparando os dois grupos experimentais. Os
autores concluiram que, macroscopicamente, a terapia com LLLT nao teve influéncia

no processo de fechamento ou contragao das feridas.

Bisht et al. (1994) avaliaram o efeito do /laser de HeNe (A-632 nm), com
aplicagdes diarias de 4 J/cm? por 5 min, em feridas no dorso de ratos. Os animais
foram mortos em 3, 5,7, 9, 12, 15, e 17 dias. Macroscopicamente as feridas tratadas
com o /laser foram fechadas em menor tempo do que as produzidas nos animais do
grupo controle e, histologicamente, houve maior quantidade de tecido de granulagao
até o nono dia, no grupo testado; entretanto apds o 12° dia, nao foram encontradas
diferengas significativas entre os dois grupos. Fato este também observado nos
estudos de Longo et al. (1987), os quais utilizaram um protocolo de radiagdo com o
laser diodo GaAlAs (A=904 nm; 3 J/cm?; 3 Hz; 5 min; aplicado diariamente por um

periodo de 5 dias).

O mesmo efeito da terapia com laser em baixa poténcia no processo de
cicatrizagdo de feridas n&o foi observado nos estudos de Hall et al. (1994). Os
autores realizaram um experimento randomizado na regido caudo-dorsal de 38
ratos, confeccionando duas lojas cirdrgicas com estratos celulares de epiderme e
derme em cada lado da regido caudal dos animais. Os animais foram divididos em 2
grupos, cada qual com 2 subgrupos: o grupo experimental, tendo uma loja cirurgica
irradiada e a loja contralateral, ndo irradiada, servindo de comparagao para possiveis
efeitos sistémicos surgidos na regido distante da radiagdo e o grupo controle, com
ambas as cavidades sem sofrerem irradiacdo. Foram estabelecidas baixas doses de
radiacdo (DE = 0,4 a 4 Jicm?) diarias de 0,2 Jicm? (A =904 nm; 1 mW; 500 Hz). O
laser foi utilizado perpendicularmente a uma distdncia de 2 mm. Os animais foram
mortos a partir do terceiro dia, aos pares, e a cada 48h, sucessivamente, totalizando
21 dias. Os autores ndo encontraram diferengas clinicas e microscopicas entre o

grupos radiado e o grupo controle, durante o periodo de observagéao.
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Hallman et al. (1988) estudando, in vitro, os efeitos do laser HeNe (A= 0.633
um; 0.9 mW,; 60s, diariamente) sobre o processo de proliferacdo celular de
fibroblastos humanos, ndo encontraram diferengcas que pudessem afirmar o efeito da
LLLT sobre a proliferagédo de fibroblastos. Os fibroblastos foram cultivados em meios
de cultura e dispostos em placas de petri durante todo o periodo experimental e
analisados por um periodo de 05 dias. O grupo controle foi estabelecido sob as
mesmas condi¢cdes de cultura e ambiente que o grupo experimental, excetuando-se
a radiagcdo. Os resultados foram avaliados por uma analise de covariancia e nao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

Almeida-Lopes et al. (2001) fizeram uma comparagao dos efeitos da terapia
com laser de espectro visivel com lasers infravermelhos sobre a proliferacdo de
culturas de fibroblastos de gengiva humana, mantendo a DE constante em 2 J/cm?,
porém com diferentes irradiagdes. A radiacao laser foi realizada com lasers diodo
com os seguintes comprimentos de onda: A=670 nm, A=780 nm, A=692 nm, A=786
nm. Os fibroblastos estavam imersos em meios de cultura com diferentes
deficiéncias nutricionais (5% e 10%). Os resultados mostraram que, nas culturas de
fibroblastos, em condigcbes de déficit nutricional, radiadas com a mesma dose, o
laser infravermelho induziu a uma maior proliferacdo celular quando comparado ao
laser visivel, sendo as poténcias diferentes. Entretanto, lasers de mesma poténcia
de saida apresentaram efeitos semelhantes no crescimento celular,
independentemente do comprimento de onda. Para os autores, a LLLT melhora a
proliferacdo de fibroblastos, in vitro, além de resultar em uma maior proliferacéo

celular em um menor tempo de exposicao.

Kreisler et al. (2002) também avaliaram o efeito do /aser diodo (A=809 nm) na
taxa da proliferacdo de fibroblastos gengivais humanos in vitro. Um grupo de 110
culturas de fibroblastos foram radiadas com um /aser diodo (GaAlAs; A=809 nm; 10
mW) com doses entre 1,96 J/cm? e 7,84 J/cm?. O tempo de exposi¢do variou entre
75 e 300s. Outras 110 culturas de fibroblastos serviram como controle e nao
receberam radiagdo. O tratamento com /aser realizou-se alternadamente em uma,
duas e trés vezes, em um intervalo de 24h. A taxa de proliferagao foi determinada
pela atividade de fluorescéncia por um indicador adicionado a cultura celular. A

proliferacédo foi determinada 24, 48 e 72h apds a radiacdo. Os resultados mostraram
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que as células radiadas revelaram uma atividade proliferativa consideravelmente
maior. As diferengas foram bastante significativas, 24h apdés a radiagdo, mas
diminuiram de uma maneira energia-dependente 48 e 72h apos a radiagdo. Os
autores concluiram a evidéncia da laserterapia no processo de proliferagao
fibroblastica, porém o tempo de duragao parece ser limitado. Os pesquisadores
ressaltaram que os resultados encontrados podem ser clinicamente relevantes,
indicando que tratamentos repetitivos sdo necessarios para alcangar um efeito

positivo do /aser nas aplicagdes clinicas.

Mendez et al. (2004) realizaram um estudo histolégico comparando os efeitos
do /laser de GaAlAs (A=830 nm) e do InGaAIP (A=685 nm), em seis grupos de ratos,
onde foram produzidas feridas no dorso e, utilizando diferentes dosimetrias, sendo
mortos em 3, 5 e 7 dias. Os animais foram radiados nos dias 1, 3, 5 e 7. Os autores
encontraram como melhor resultado, a associacdo dos dois tipos de /lasers, com
dosimetria de 20 J/cm? por sessdo, divididos em 4 pontos da ferida, onde foi

comprovado o efeito positivo biomodulador da LLLT em feridas cutaneas.

Al-Watban e Zhang (1994) realizaram um estudo, em ratos, para avaliar varios
tipos de lasers (HeCd, A=442 nm; Argbnio, A=488-514 nm; HeNe, A=632 nm;
Kriptonio, A=647-670 nm; GaAlAs, A=780 nm e GaAlAs, A=830 nm) com diferentes
doses (10 J/cm?, 20 J/cm? e 30 J/cm?) a fim de encontrar qual a melhor dosimetria e
efeito mais satisfatorio dentre os /asers analisados. O HeNe demonstrou ser o mais
efetivo com a dose de 20 J/cm?. Foi avaliada, também, a transmissdo do /aser na
pele, a qual cresce proporcionalmente ao comprimento de onda. Pelos resultados,
os autores observaram que a transmissdo nao € proporcional a quantia de
biomodulacdo do /aser. Assim, concluiram que a aceleracdo na cura das feridas

pode nao estar atribuida a transmissao na pele.

Fonnof (2002) utilizou 48 ratos no intuito de avaliar os efeitos do processo de
reparo em frenulectomias labiais inferiores, as quais foram realizadas com laser de
CO,, com poténcia de 40 mW e luz continua. A seguir os animais foram divididos em
dois grupos, tendo o experimental recebido radiagdo no ato cirurgico com GaAlAs
por 3 minutos. Os ratos foram mortos no ato e, em 1, 3, 6, 7 e 10 dias. Na reparacao

tecidual, conforme observacdes efetuadas ao longo dos sucessivos periodos de
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tempo, ocorreram proliferacdo de fibroblastos e de tecido conjuntivo. O autor
concluiu que as amostras que receberam aplicacdo da LLLT mostravam-se

ligeiramente mais avangadas em seus processos reparativos.

Freitas et al. (2001) avaliaram a capacidade de modulagao antiinflamatéria do
laser diodo infravermelho (A=830 nm) no pds-operatério de cirurgias para remogao
de terceiros molares retidos, por meio da analise cinética da variagcao dos niveis da
proteina C-reativa (PCR). A radiagéo foi realizada a uma distancia focal de 0,5cm,
por dois minutos e em corrente continua (CW), nos pontos pré-estabelecidos. A
populacao-alvo foi de 24 sujeitos divididos aleatoriamente em dois grupos. O grupo
teste foi submetido a laserterapia nas 24 e 48h pds-operatérias, enquanto o controle
foi submetido a uma falsa radiagdo, com os mesmos intervalos do grupo teste. As
amostras de sangue, para a dosagem da PCR, foram colhidas antes da cirurgia e
apos 48 e 72 horas. Os valores da PCR no grupo teste com 48h de pds-operatério
apresentaram uma distribuicdo bastante simétrica em torno de sua média e com a
variabilidade bem menor comparada com o grupo controle, porém nao foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa. Apés 72h os valores da PCR
foram bastante semelhantes, o que pode ser explicado por uma tendéncia natural da
queda desta proteina nesta fase. Os autores concluiram que, embora o estudo tenha
falhado estatisticamente em confirmar o efeito antiinflamatério da laserterapia, os
resultados mostraram uma redugao no nivel de PCR nos pacientes radiados,

podendo indicar uma atenuacéao da inflamacéo.

Rochkind et al. (1989) avaliaram o efeito do /laser HeNe na cicatrizacdo de
feridas e de queimaduras cutaneas. A radiagcao com /aser somente no lado direito,
em animais com feridas cutaneas bilaterais, melhorou o restabelecimento em ambos
os sitios, quando comparada com o grupo controle, o qual ndo recebeu radiagao.
Resultados similares foram obtidos em queimaduras bilaterais: a radiacdo em uma
das lesbes também causou uma aceleragdo na cicatrizagcdo no sitio ndo radiado.
Entretanto, no grupo controle ndo radiado, todos os ratos sofreram necrose
avangada na perna e gangrena bilateral. A analise estatistica mostrou uma diferenca
significativamente maior entre o grupo tratado com /laser e o grupo controle n&o
radiado. Os autores concluiram que o laser HeNe exerce um efeito sistémico

pronunciado na pele e nos tecidos adjacentes. Relataram que, os efeitos persistiram
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por longo periodo apds a aplicacdo do /laser. Os autores ressaltaram que os efeitos
sistémicos observados sao relevantes tanto em termos de aplicagéo clinica da
laserterapia quanto para pesquisas basicas envolvendo os possiveis mecanismos

envolvidos.

2.4 LASERTERAPIA NO PROCESSO DE REPARO OSSEO

O mecanismo pelo qual a radiagdo /aser interfere na formagao 6ssea nao €&
completamente entendido. E provavel que a regeneracdo 6ssea seja dependente
nao apenas da dose de energia total da radiagao /aser, mas também do tempo e da
forma de radiacdo (SAITO; SHIMIZU, 1999; PINHEIRO; GERBI, 2006). Recentes
estudos tém sugerido que parametros de densidade de energia e intensidade da
radiacdo Jaser sao fatores biologicos independentes entre si e contribuem
diretamente para o sucesso ou fracasso da laserterapia de baixa poténcia
(PINHEIRO; GERBI, 2006).

Trelles e Mayayo (1987) avaliaram a biomodulagdo Ossea de fraturas
induzidas e submetidas a radiagcdo com laser néao-cirurgico, onde os achados
histolégicos determinaram maior atividade osteoblastica e maior predominancia de
vasos e trabéculas ésseas. Em seu experimento, fraturas de tibias de 30 ratos foram
tratadas com laser HeNe (632 nm, 4 mW, 2,4 J) por 10 minutos (a 20 cm de
distancia do foco), em dias alternados num total de 12 sessdes, com inicio no pos-
operatoério imediato. Tratamento simulado foi dado a 30 animais controles. Ao
microscopio optico, foi observado, no grupo tratado, um aumento significativo na
vascularizacdo e formacdo mais rapida de tecido 6sseo com uma densa rede
trabecular comparado ao grupo controle, o qual apresentou apenas tecido
cartilaginoso e pobre vascularizagdo, correspondendo assim a um estagio mais

precoce do reparo 0sseo.

Takeda (1988) avaliou histologicamente o efeito da laserterapia (GaAs) na
cicatrizacao inicial do alvéolo apds a exodontia dos primeiros molares superiores

direitos em ratos Wistar. Os alvéolos do grupo experimental foram radiados no pos-
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operatdrio imediato a exodontia e por trés dias alternados. Um laser semicondutor de
GaAs foi utilizado com um comprimento de onda de A=904 nm; DP de 25 mw/cm? e
DE de 20 J/cm?. Animais ndo radiados serviram como grupo controle. Os resultados
sugeriram que a radiagdo com /aser nao-ablativo teve um efeito benéfico na
cicatrizacao inicial do alvéolo dentario. Esta conclusdo resultou na observancia da
proliferacdo de fibroblastos de remanescentes do ligamento periodontal mais
pronunciada no grupo radiado e a formagédo de um trabeculado ostedide ou de 0sso

neoformado no osso radiado.

Kucerova et al. (2000) avaliaram o efeito de diferentes frequéncias da
radiagcdo com /aser n&do ablativo (diodo GaAIAS A= 670 nm e HeNe A= 632.8 nm) no
processo de cicatrizacdo de alvéolos pds exodontia de molares humanos. As
diferentes frequéncias utilizadas nos grupos experimentais submetidos a radiagéo
foram 5 Hz, 292 Hz e 9.000 Hz, enquanto que, as poténcias aplicadas também
variaram entre 5 e 20 m\W e as densidades de energias em todos os grupos foram
mantidas em 1,5 J/icm?. As paredes alveolares, vestibular e lingual, foram radiadas
no pés-operatoério imediato a exodontia e por quatro dias consecutivos. Os efeitos da
biomodulacdo promovida pela radiagcdo /laser foram mensuradas através da
monitoragdo da secre¢ao de imunoglobulina A (IgA), niveis de albumina e variagdes
na densidade Ossea visualizadas por meio de radiografias digitais, analisados no
periodo pré e pods-exodontia. Além destes efeitos, foram avaliadas as respostas
subjetivas dos pacientes quanto ao tratamento. Os autores observaram diferencas
significativas nos marcadores dos niveis salivares (IgA e albumina) e na
sintomatologia subjetiva dos pacientes entre os grupos radiados frente ao grupo
controle e também em comparagao aos grupos radiados com as varias frequéncias,
resultando em um incremento no metabolismo celular, maior suporte vascular
sanguineo, melhor efeito antiinflamatério produzido e numa diminui¢do no grau de
edema tecidual, promovendo assim, influéncia direta no grau de conforto pos
operatério ao paciente. No entanto, a terapia com o /aser de baixa poténcia nao
resultou em diferencas significativas na densidade 6ssea quando avaliada num
periodo de seis meses apds a exodontia entre o grupo experimental e controle,

demonstrando, portanto, auséncia de influéncia no processo de osseointegragao.
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Freitas et al. (2000) observaram que a aplicagao diaria do /aser terapéutico
por mais de sete dias produziu melhora na neoformacao trabecular em um estudo
feito com fratura de tibia de ratos. Pela analise histologica, observou-se que os
osteoblastos apresentavam uma disposic¢ao linear, de maneira que aparentavam um
epitélio simples na periferia da trabécula 6ssea. Esta disposicdo é caracteristica de
osteoblastos ativamente engajados na sintese de matriz 6ssea. A terapia /laser nao
s6 diminuiu o tempo de reparo como também produziu uma maior area de reparo
o0sseo. Como foi utilizado o /aser de baixa poténcia (1 mw), os resultados deste
estudo demonstraram que processos fotobioldégicos nao relacionados a efeitos
térmicos provavelmente constituem o0s mecanismos basicos envolvidos na

recuperacao do tecido lesado.

Dértbudak, Haas e Mailath-Pokorny (2000) avaliaram o efeito do /aser diodo
em culturas de osteoblastos de ratos. Trés grupos, com 10 culturas cada um, foram
radiados trés vezes com um laser diodo (690 nm) por um periodo de 60s com uma
dose de 1,6 J/lcm? por aplicagdo, de forma pulsatil. Outros trés grupos, com 10
culturas cada um, foram utilizados como grupos controle. O método da fluorescéncia
com tetraciclina foi utilizado para comparar o crescimento 6sseo nos espécimes
apés um periodo de 8, 12 e 16 dias. Os resultados mostraram que todas as culturas
radiadas apresentaram um depdsito ésseo significativamente maior do que os
grupos controles. Os autores concluiram que a radiagdo com /aser diodo nao-

ablativo tem um efeito bioestimulador nos osteoblastos, in vitro.

Em um estudo-piloto, Gordjestani, Dermaut e Thierens (1994) investigaram o
efeito da laserterapia no metabolismo 6sseo. Um defeito dsseo circular foi realizado
nos 0ssos parietais, em seis ratos. Os animais foram divididos em dois grupos:
experimental e controle. O primeiro recebeu tratamento com /aser infravermelho
(GaAs; A=904 nm) no defeito do lado esquerdo, com DP de 33,3 mW/cm? e DE
equivalente a 20 J/cm? administrada diariamente, mas ndo recebeu radiagdo no
defeito 6sseo do lado direito. O /aser infravermelho foi escolhido devido a sua maior
penetragcdo nos tecidos subcutaneos, em fungcédo de sua baixa absorg&o na agua ou
nos pigmentos da pele. O grupo controle ndo recebeu radiagdo em ambos os lados.
A escolha de um grupo experimental e de um grupo controle baseou-se na

consideragao de que a aplicagdo do /laser em uma area bem definida pode ter um
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efeito local e sistémico. Apos 28 dias, o metabolismo ésseo foi avaliado por meio de
cintilografia. Os resultados nado mostraram diferengca no metabolismo 6sseo entre os
lados direito e esquerdo no grupo controle. Os valores encontrados no grupo
experimental também ndo apresentaram diferengca estatisticamente significativa

quando comparados com o grupo controle.

David et al. (1996) estudaram, radiografica, biomecanica e histologicamente,
os efeitos do laser HeNe na cicatrizacao de fraturas ésseas em ratos. Para o estudo,
62 ratos sofreram osteotomia na tibia, bilateralmente, seguida por fixagcado interna
com fios intramedulares. As pernas direitas receberam radiagdo com /laser HeNe
(A=632,8 nm; 10 mW) com uma dose de 0,2 e 4J, diariamente, durante duas a seis
semanas. A perna esquerda serviu como controle, ndo recebendo radiacdo. Os
resultados radiograficos e histolégicos ndo apresentaram melhora no processo de
cicatrizacdo O0ssea. Biomecanicamente, os ossos radiados em dois espécimes dos
grupos teste foram significativamente mais fracos que o grupo controle. Os autores
concluiram, de acordo com os resultados obtidos, que a laserterapia com o laser

HeNe néo influenciou a cicatrizacido dssea.

Friesen et al. (1999) avaliaram e compararam histologicamente a cicatrizagao
O0ssea em osteotomias realizadas em tibias de ratos realizadas com brocas, laser
CO; e laser Nd:YAG, observando, em todos os grupos, uma cicatrizagao progressiva
ao longo dos 21 dias apos o tratamento. Entretanto, os grupos tratados com /aser,
independentemente do tipo, da densidade de energia ou de outros parametros,
apresentaram, quando comparados com o grupo controle, um retardo no processo
de cicatrizagcdo, o que parece estar relacionado com a presenca de residuos

carbonizados no defeito 6sseo.

Silva Junior (2000) avaliou histologicamente o tecido 6sseo neoformado frente
a radiacdo com Jaser diodo infravermelho (GaAlAs; A=830 nm), sobre feridas
mecanicas previamente realizadas em fémur de ratos. Quarenta ratos Wistar foram
utilizados para o estudo, divididos em 4 grupos. O grupo A recebeu 12 aplicagdes
4,8 J/cmz), com um periodo de observagédo de 28 dias; o grupo C, trés aplicagdes

(4,8 Jicm?), com periodo de observagdo de 7 dias. Os grupos B e D (ndo radiados)
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foram utilizados como os respectivos controles. As laminas histolégicas foram
avaliadas através de um software para analise de imagens teciduais e da descricao
dos achados histopatolégicos. Os resultados indicaram a existéncia de diferengas
estatisticamente significativas em relagdo as médias de areas de trabéculas 6sseas
neoformadas entre os resultados do grupo C e D. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os resultados do grupo A e B. Os resultados deste estudo
denotaram que a LLLT favorece o processo de reparo 6sseo nos periodos iniciais da

cicatrizagao.

Limeira Junior (2001) investigou, através da analise histolégica, a influéncia
da laserterapia (GaAlAs, A=830 nm) no processo de reparo 6sseo de feridas
cirurgicas em fémures de ratos, submetidas a implante de osso bovino liofilizado
anorganico associado ou ndo a regeneragao 6ssea guiada com membrana biolégica
de cortical 6ssea bovina descalcificada. Para o estudo foram utilizados 42 ratos
Wistar, divididos em cinco grupos. O primeiro grupo serviu como controle, o segundo
recebeu 0sso anorganico, o terceiro 0sso anorganico e radiagdo com laser, o quarto,
0ssO anorganico e membrana biologica, e o quinto, osso anorganico, membrana
bioldégica e radiagdo com laser. Os animais dos grupos experimentais receberam
sete aplicagbes de laser (40 mW, CW), a cada 48h, durante duas semanas,
transcutaneamente. A radiacdo foi realizada por contato direto, com fibra 6ptica
posicionada perpendicularmente em quatro pontos cutaneos ao redor da ferida
cirargica. Cada ponto recebeu uma dose de 4 J/cm? por dois segundos, perfazendo
uma dose de 16 Jicm?. Ao final do tratamento a dose total foi de 112 Jicm?. A
biomodulacdo do /aser sobre o reparo 6sseo em fémures de ratos submetidos a
implante de osso anorganico, com ou sem membrana biolégica, foi evidenciada,
sobretudo pela estimulagdo na producdo de grandes quantidades de fibras
colagenas nos grupos radiados, principalmente a partir dos 21 dias. Foi concluido
que o uso da LLLT resulta em efeito biomodulador positivo sobre o reparo ésseo em
cavidades de fémur de ratos submetidas a implante de osso anorganico,
evidenciado aos 21 e 30 dias, bem como a implante de osso anorganico associado a

membrana biolégica, mais evidente aos 30 dias.

Pinheiro et al. (2001) avaliaram morfologicamente a neoformagao éssea apoés

a radiacdo com laser de 830 nm em feridas cirurgicas criadas em fémures de ratos.
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Quarenta ratos Wistar foram divididos em quatro grupos: grupo A (12 sessdes, 4,8
Jicm? por sessdo, 28 dias); grupo C (3 sessdes, 4,8 Jicm? por sessdo, 7 dias). Os
grupos B e D serviram como grupos controle ndo radiados. Quarenta e oito horas
apo6s a cirurgia, os defeitos dos grupos experimentais foram radiados trans-
cutaneamente com um /aser diodo de A=830 nm e P=40 mW, com uma dose total de
4,8 Jlcm?. As irradiacbes foram realizadas trés vezes por semana. A morfometria
computadorizada mostrou diferenga estatisticamente significativa entre as areas de
mineralizagdo 6ssea nos grupos C e D. Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos A e B (28 dias). Em uma segunda investigagéo, foi
determinado o efeito da laserterapia na cicatrizacdo 6ssea apds a insercao de
implantes. Dez cdes foram divididos em dois grupos de cinco animais, 0s quais
receberam os implantes. Dois animais de cada grupo serviram de controle. Os
animais foram radiados trés vezes por semana, por duas semanas, com um laser
diodo (A=830 nm; 40 mW) com uma dose total de 4,8 J/cm? por sessdo e uma dose
de 1,2 J/lcm? por ponto. Os animais foram mortos aos 45 e aos 60 dias apds a
cirurgia. Os resultados da microscopia eletrdbnica de varredura mostraram uma
melhor cicatrizacdo 6ssea apos a radiagao com o /aser diodo de 830nm. Os autores
ressaltam que estes achados sugerem que a utilizagdo da LLLT melhora
significativamente a cicatrizagdo 6ssea nos estagios iniciais. Os autores concluiram
que a laserterapia pode aumentar o reparo 0sseo0 nos estagios iniciais da

cicatrizacao.

Silva Junior et al. (2002) avaliaram através de analise morfométrica a
quantidade de osso neoformada apds a radiacdo com laser GaAlAs em feridas
cirurgicas em fémures de ratos. Neste estudo, 40 ratos foram divididos em quatro
grupos, com 10 animais cada, da seguinte maneira: Grupo A (12 sessdes, 4,8 J/cm?
por sessao, periodo de observagao de 28 dias); Grupo C (3 sessdes, 4,8 Jicm? por
sessdo, periodo de observagao de 7 dias). Os grupos B e D serviram como controle,
nao recebendo radiagdo. A morfometria computadorizada mostrou uma diferenca
significativa entre as areas de osso mineralizado nos grupos C e D. Nao houve
diferengca entre o grupo A e B. Os autores concluiram que, nestas condi¢des
experimentais, a terapia com laser ndo-ablativo com 830nm melhora a cicatrizagéo

Ossea nos estagios iniciais.
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Objetivando analisar histologicamente o efeito da laserterapia com
comprimento de onda de 830nm no reparo de defeitos 6sseos padronizados em
fémures de ratos albinos Wistar e enxertados com osso bovino inorganico (Gen-Ox)
e associados ou ndo @ membrana cortical 6ssea descalcificada (Gen-derm), Pinheiro
et al. (2003) utilizaram cinco grupos randomizados para o estudo: Grupo | (controle);
Grupo IIA (Gen-Ox); Grupo IIB (Gen-Ox associado ao /laser); Grupo IlIA (Gen-Ox
associado a Gen-derm) e Grupo llIB (Gen-Ox associado a Gen-derm e laser). Os
animais dos grupos submetidos a radiagado foram radiados a cada 48 horas, num
periodo total de 15 dias. A primeira radiacdo foi instituida imediatamente ao
transoperatério, sendo aplicada transcutaneamente em quatro pontos ao redor do
defeito 6sseo criado, tendo cada ponto recebido uma dose total de 4 J/icm? O
0.6mm, 40 mW. Os animais foram mortos em 15, 21 e 30 dias de pds-operatorio e
submetidos a analise histolégica, a qual demonstrou um reparo ésseo mais
avangado nos grupos radiados quando comparados ao controle, com uma maior
formagédo 6ssea e uma quantidade de fibras colagenas ao redor do enxerto ésseo
bovino inorganico dentro do defeito criado, a partir dos 15 dias de pds-operatdrio,
considerando a capacidade osteocontutora do enxerto e o incremento na cortical
O0ssea quando associada a membrana Gen-derm. Assim, os autores concluiram que
a laserterapia, no protocolo instituido, modulou um efeito positivo no reparo de

defeitos 6sseos enxertados associados ou ndo ao uso de membranas biolégicas.

Khadra et al. (2004) avaliaram, histolégica e histoquimicamente, o processo
de reparo 6sseo em calvaria de ratos, divididos em dois grupos: o que foi submetido
a laserterapia ndo-ablativa com GaAlAs (A=830 nm; @ 18 mm; 23 J/cm? 75 mW) e o
controle. Foram selecionados 20 ratos machos, sendo padronizadas perfuracoes
Osseas de 2,7mm bilaterais em seus ossos parietais. O grupo 1 (controle) néo
recebeu qualquer tratamento. O grupo 2 (experimental) foi radiado bilateralmente,
logo apéds a cirurgia e nos seis dias seguintes, tendo periodos de morte apds 14 e 28
dias de pos-operatério. Os autores direcionaram um estudo para cada um dos 0ssos
parietais, concluindo que a laserterapia atuou de forma benéfica nos processos de

reparo 0sseo.

O efeito da laserterapia de baixa intensidade no processo de reparo 6sseo

também foi avaliado por Merli et al. (2005). Lojas cirurgicas foram confeccionadas
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através de brocas cirurgicas em fémures de ratas. Como amostra, foram
selecionados vinte animais, divididos em dois grupos: o primeiro (com 10 fémures
esquerdos) recebeu radiagdo imediatamente apods a injuria cirurgica e no periodo de
24, 48 e 72h pods-operatoério, e o segundo (com 10 fémures direitos) constituiu o
grupo controle, tendo sido submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, porém
com auséncia de radiacdo. Os animais foram sacrificados no 14° dia e os resultados
analisados pelo método morfométrico. Os resultados evidenciaram uma maior e
mais rapida neoformagao éssea nas lojas cirurgicas radiadas, podendo concluir que
a laserterapia com GaAlAs promoveu biomodulagcdo éssea efetiva na reparagao

Ossea de feridas cirurgicas quando comparada com o grupo controle.

Gerbi et al. (2005) avaliaram histologicamente o efeito do /laser diodo
(GaAIAS; A=830 nm; 40 mW, CW; @ 0.6 mm; 16 J/cm? por sessao) no processo de
reparo de defeitos Osseos criados em fémures de ratos da linhagem Wistar
submetidos a implante de osso bovino liofilizado (matriz orgénica), associadas ou
ndo a membrana bioldégica de osso bovino liofilizado desmineralizado. Para o
estudo, dividiram 42 animais em cinco grupos: o primeiro, com 6 animais, serviu
como controle e n&o recebeu implantes ou radiagao, enquanto os demais contavam
com 9 animais em cada um. O grupo 2 recebeu implante com osso bovino liofilizado;
o grupo 3, implante de osso bovino liofilizado e tratamento com laser; o grupo 4,
implante de osso bovino liofilizado e membrana biolégica, enquanto o grupo 5
recebeu o mesmo tratamento do grupo 4 acrescido das aplicagbes com laser. Os
grupos experimentais receberam irradiagbes com intervalos de 48h, sendo a
primeira realizada imediatamente apds o ato cirurgico. A dosimetria utilizada foi de
16 Jlcm? por sess3o, divididas em quatro pontos de 4 J/cm?. Os periodos de morte
dos animais foram 15, 21 e 30 dias. Os resultados demonstraram que nas feridas
cirurgicas radiadas ficaram evidenciadas, histologicamente, maior concentragdo de
fibras colagenas, no inicio do periodo (15 dias) e maior neoformagao éssea, com um
trabeculado mais denso e organizado, no final do periodo (30 dias), quando
comparados com o0s grupos nao-radiados. Os autores concluiram que a LLLT
resultou em efeito de biomodulagdo positiva sobre o processo de reparo ésseo em
feridas cirurgicas realizadas em fémures de ratos, com implante de osso bovino

liofilizado e membrana bioldgica.
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Blaya (2005) avaliou, por meio de analise histologica e molecular com a
técnica de PCR em tempo real, a biomodulagdo do processo de reparo dsseo em
cavidades confeccionadas em fémures de ratos, submetidos a radiacdo com laser
nao-ablativo. Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso entre 300 a 400
gramas, distribuidos aleatoriamente em seis grupos de seis animais. Destes grupos,
trés destinaram-se a analise histolégica e os demais, a molecular. Os grupos
experimentais receberam a terapia com /aser n&o-ablativo, na cavidade Ossea, a
qual foi identificada por um parafuso de titanio, fixado, previamente, a 5 mm da
mesma. Nos grupos | e 1V, realizou-se todo o protocolo cirurgico, sem a aplicagédo do
laser. Nos grupos Il e V, foi utilizado /aser infravermelho, com comprimento de onda
de 830nm, onde a dose empregada foi de 10 Jicm?, 50 mW, CW e forma pontual. Ja
nos grupos Ill e VI, utilizou-se o laser vermelho de 685nm, 10 J/icm?, 35 mW e CW. A
periodicidade da radiagcao foi a cada 48h, iniciando-se imediatamente apds a
confecgao da lesao, com a morte dos animais sendo realizada no periodo de 15, 21
e 30 dias de poés-operatorio. Nos grupos indicados para analise molecular,
empregaram-se 0s mesmos protocolos e a quantidade da proteina osteopontina foi
avaliada. Os resultados mostraram que nao foram evidenciadas diferencas
significativas na expressao da proteina osteopontina entre os grupos, através da
analise molecular, enquanto que, a analise histolégica descritiva revelou um maior
grau de fechamento cortical e de neoformagdo 6ssea nos grupos radiados quando
comparados com o controle, demonstrando que a laserterapia nos protocolos

utilizados exerceu efeito positivo no processo de reparo dsseo.

Pinheiro e Gerbi (2006) descrevendo acerca da fotoengenharia do processo
de reparo 0sseo confirmaram que a laserterapia com comprimento de onda no
espectro infravermelho mostrou-se como um estimulante na proliferacéo
osteoblastica, na deposicdo de colageno e na neoformagédo Ossea, desde que,
aplicados nos momentos iniciais da reparagcao 6ssea, com predominancia da fase
proliferativa celular. As respostas vasculares a laserterapia tém sido sugeridas como
possiveis mecanismos responsaveis pelos resultados clinicos positivos observados.
Afirmaram também, permanecer incerto o mecanismo pelo qual se desenvolve a
estimulagcédo 6ssea, sugerindo ser um efeito sistémico ou uma estimulagdo isolada
dos osteoblastos. Os autores concluiram que o efeito da laserterapia na

regeneragao 0ssea depende nao apenas da dose total de radiacdo, mas também do
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tempo e do modo da radiagcdo. Afirmaram ser a densidade de energia e a dose
fatores bioldgicos independentes. Essa independéncia contribui para o sucesso ou

fracasso da laserterapia de baixa intensidade.

Weber et al. (2006) avaliaram histologicamente a influéncia da radiagao laser
GaAlAs (A= 830 nm, 50 mW, CW) no processo de cicatrizagdo de enxertos 6sseos
autogenos. Para tanto, criaram-se defeitos 6sseos em fémures de 60 ratos Wistar,
sendo que o fragmento ésseo removido foi utilizado como enxerto autéogeno. Os
animais foram divididos em quatro grupos, com 15 exemplares cada, de acordo com
o protocolo de radiagcédo no transoperatério: G1 (grupo controle); G2 (radiagao na loja
cirargica); G3 (radiagdo no enxerto 6sseo) e G4 (radiagdo na loja cirurgica e no
enxerto 0sseo). A dose de radiagdo, durante o ato operatério, foi de 10J/cm?,
aplicada sobre a loja cirurgica (G2 e G4) e sobre o enxerto 6sseo (G3 e G4). Todos
0s animais, com exceg¢ao do grupo controle, foram radiados por 15 dias, a cada 48h,
com uma dose de 10 Jicm? (4 x 2,5 Jicm?), em quatro pontos diferentes, com
periodos de observacao de 15, 21 e 30 dias. -Os resultados obtidos demonstraram
gue nos grupos em que o laser foi aplicado na loja cirurgica, no transoperatério (G2
e G4), a atividade de remodelacdo 6ssea foi qualitativa e quantitativamente mais
exuberante quando comparada a dos grupos G1 e G3, resultando assim, em um
efeito de biomodulagao positiva sobre o processo de cicatrizacdo 6ssea em enxertos

0sseos.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, através de analise histolégica e morfométrica, o processo de
fotoengenharia do reparo ésseo, com minuciosa mensuragao da neoformagao éssea
(sobre as regides de peridsteo, enddésteo e medula éssea), influenciada pela
laserterapia de baixa poténcia (Arseneto de Galio e Aluminio - GaAlAs, A= 830nm),
no processo de reparo 0sseo de feridas cirurgicas em fémures de ratos da linhagem
Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar as reacgbes bioldgicas do reparo 6sseo induzidas pelo laser de
baixa poténcia, nas areas de peridosteo (adjacentes ao defeito 6sseo e na

cortical neoformada), no enddsteo e na medula éssea.

- Analisar histologicamente o processo de reparo 0sseo, nas regides de

peridsteo, endosteo e medula dssea.

- Analisar, por meio de morfometria, o efeito biomodulador do /aser em

relacdo a neoformacéao 6ssea, com 07, 15 e 21 dias de observagao.
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4 METODOLOGIA

4.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi submetida a avaliacdo e aprovacdo pela Comissao
Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) e protocolado sob o numero 0054/05
(Anexo A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS (CEP-PUCRS),
protocolado sob o numero 015/2006-CEP (Anexo B).

Nesta pesquisa, foram respeitados os principios éticos na experimentacao
animal, bem como as normas para a pratica didatico-cientifica da vivissec¢cao dos
mesmos, de acordo com a Lei 6.638/79 (GOLDIN, 1995) (Anexo C).

4.2 CARACTERIZAGAO

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

4.3 PARADIGMA

O trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional quantitativo, no
design de estudo quase experimental (CAMPBELL E STANLEY, 1979).
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4.4 VARIAVEIS

4.4.1 Variavel independente

Laser nao cirrgico Arseneto de Gdlio e Aluminio (GaAlAs),® com

comprimento de onda de 830nm.

4.4.2 Variaveis dependentes

1- Padrao de cicatrizagcao dssea no periésteo, no enddsteo e medula dssea
radiados;

2- Efeito biomodulador do reparo 6sseo promovido pela terapia laser de baixa
poténcia nas diferentes localizacbes anatOomicas e nos distintos periodos de

observacao: 07, 15 e 21 dias.

4.5 PROBLEMAS

Utilizando o laser diodo infravermelho (GaAlAs, A=830 nm, 6 J/cm?, 50 mW,
CW), procurar-se-a investigar:

- Existe efeito do /aser infravermelho sobre as regides de enddsteo, peridsteo
e medula 6ssea?

- A acao da laserterapia sobre o padrao da cicatrizacdo 6ssea ocorrera nas
células do periésteo adjacente a regiao do defeito 6sseo, nas células do enddsteo ou
nas células da medula éssea?

- Existe diferengca morfométrica entre as meédias de trabeculado 6sseo
neoformado, a nivel de peridsteo e enddsteo, utilizando-se a laserterapia com o

laser infravermelho nos periodos de observacao de 07, 15, 21 dias?

® Thera Lase® DMC Equipamentos, S3o Paulo, SP/Brasil
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4.6 HIPOTESE

A laserterapia atua de forma positiva no processo de osteogénese, quando

utilizado o laser GaAlAs com comprimento de onda de 830nm.

4.7- CONFIGURACAO DA AMOSTRA

Para composicao da amostra foram utilizados 27 ratos albinos, da espécie
Ratthus norvegicus, classe Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar,
machos, com peso variando de 350 a 550 gramas (g) e clinicamente sadios. Os
animais foram obtidos junto a FEPPS (ANEXO D) e passaram por um periodo de
sete dias de ambientagao no biotério de manutencéo desta Instituicdo. Durante todo
o periodo experimental, os animais foram alimentados com dieta sélida e agua ad

libitum.

4.8 ORGANIZAGAO DOS GRUPOS

Os animais selecionados foram divididos aleatoriamente em dois grupos
distintos: Grupo Experimental (Gll) e Grupo Controle (Gl), ambos com 15 animais.
Durante o decorrer do experimento trés animais tiveram de ser excluidos da
amostra, pois apresentaram fratura éssea no fémur escolhido para a realizacdo do
experimento, constatada apenas ao término do periodo de observacao. Desta forma,
a amostra foi finalizada com 27 animais (n=27), sendo constituida por 14 e 13

animais, distribuidos nos grupos, experimental e controle, respectivamente.

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com cobertura metalica e
com assoalho forrado por serragem de pinho. As gaiolas foram etiquetadas, durante
toda a pesquisa, conforme o grupo a que pertenciam os animais. Para a

identificacdo dos animais, procedeu-se a marcagdo na cauda dos mesmos, com
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caneta de tinta permanente, onde o numero de marcas indicava o numero do

respectivo animal. Em todos os grupos, experimental e controle, o periodo de

observacéo foi de 07, 15 e 21 dias apds o procedimento cirurgico. Desta forma, cada

grupo foi subdividido em trés subgrupos (A, B, e C), de acordo com o periodo de

observagao (Quadro 1).

Quadro 1 - Organiza¢ao dos grupos e subgrupos por periodos de observagao

AMOSTRA | PERIODO DE
GRUPO PROCEDIMENTOS SUBGRUPOS (") OBSERVACAO
GIA 05 07 dias
Grupo Controle, sem GIB 04 15 dias
radiacao.
GIC 04 21 dias
Radiacédo no defeito GIIA 05 07 dias
I 0sseo trans operatério e GlIB 04 15 dias
no pés-operatorio. GIIC 05 21 dias

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Os procedimentos de manipulagdo e alimentacdo foram realizados

diariamente, durante todo o periodo do experimento, seguindo a dieta padrdo do

biotério, trocando-se a serragem e lavando-se as gaiolas com agua corrente e

sabéo, a cada 48 horas.

4.9- CRITERIOS DE INCLUSAO / EXCLUSAO

Para que os animais pudessem ser incluidos nos experimentos, deveriam:

- ser da raga proposta;

- estar em bom estado nutricional;

- chegar ao final do periodo de observagdo com bom estado de saude;

Os critérios avaliados para exclusao dos animais abrageram:
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- presenca de complicagdes (infecgdes, necroses, debilitacdo do estado geral)
trazendo problemas e desconforto ao animal durante o periodo do experimento e no
momento da morte dos mesmos;

- fratura 6ssea do fémur direito constatada ao término do periodo de observacgao.

4.10 - TECNICA CIRURGICA

Previamente ao ato cirurgico, os animais foram submetidos a anestesia geral
através da injecao intraperitonial, contendo 0,025 ml/100g de peso corpéreo do
animal, do sedativo, analgésico e relaxante muscular Cloridrato de Xilazina 2%* e
0,05ml/100gde peso corporeo do animal do anestésico geral Cloridrato de Ketamina
10%”°.

ApOs a anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia da regido
coxofemoral direita, por raspagem dos pélos, evitando-se lesdo epidérmica. Com a
pele exposta e livre de pélos, procedeu-se a antissepsia da regido com alcool iodado
0,5%?°. A area operatéria foi isolada com campo cirtirgico fenestrado de TNT (tecido
nao tecido) esterilizado, adaptado para o procedimento. O sitio para intervengao

cirargica foi o osso fémur direito do animal.

Com o animal posicionado em decubito lateral esquerdo, o acesso cirurgico a
regido lateral do fémur direito foi obtido por meio de uma incisdo continua
longitudinal, na pele e tecido subcutaneo de aproximadamente 2 cm de extensao,
utilizando-se lamina de aco inox’ n° 15 montada em cabo de bisturi n°3 Bard Parker

(Figura 1).

* Anasedan® Divisdo Vertbrands Satde Animal — Jacarei — SP/Brasil
° Dopalen® Divisao Vertbrands Saude Animal — Jacarei — SP/Brasil

® Merck S. A. — Rio de Janeiro — RJ/Brasil

" BD Lamina — Curitiba — PR/Brasil
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ApoOs a incisdo da fascia muscular, a musculatura da regiao foi divulsionada
com auxilio de uma tesoura tipo Matzembaum® e pinga de disseccdo®, até a
exposi¢cao do periésteo. Em seguida, o peridsteo foi incisado e descolado ao longo
da area é6ssea a ser exposta, permitindo, assim, acesso direto a face exposta da

diafise do fémur (Figura 2)

ApOs a exposicao da diafise, o fémur foi delimitado em trés porgdes (superior,
mediana e inferior), com o objetivo de padronizar a area a ser manipulada, sendo a
regidao mediana, o local de eleigdo para a realizagdo do experimento. Na porcao
superior da face lateral do fémur, préoximo a juncdo coxofemural, foi realizado um
primeiro defeito dsseo (Figura 3), ao qual foi fixado um parafuso de titanio,
monocortical, pertencente ao sistema 2.0 de miniplacas e parafusos e medindo 3
mm de comprimento (Figura 4). A fixacdo do parafuso serviu como ponto de
referéncia para a confecgdo do defeito 6sseo considerado sitio de eleicdo do
experimento. Para tal, estabeleceu-se uma medida linear de 8 mm entre a margem
lateral do parafuso de titdnio e a margem delimitante da loja cirurgica do
experimento, sendo, desta forma, o parafuso de titanio e a medida linear, fatores

determinantes para a confecgao da loja cirurgica no terco mediano.

Realizada a fixacdo do parafuso de titdnio e aferida a distancia linear
preconizada, confeccionou-se um segundo defeito ésseo no ter¢co mediano da face
lateral do fémur (Figura 5). Ambos os defeitos 6sseos foram realizados com uma
broca esférica n® 10, acoplada em um motor elétrico’ com 1000 rpm, associado a
irrigacdo continua com solugao fisiologica estéril de cloreto de sodio a 0,9%. Os
defeitos 6sseos criados tiveram um diametro de 2,5 mm, correspondendo a uma
area aproximada de 0,049cm? e apresentaram como parametro de profundidade, o
rompimento da cortical 6ssea e a profundidade na medula éssea. Utilizou-se uma

broca para cada trés animais, devido a perda do corte da ponta ativa, com o uso.

® PROMM?®, Industria de Materiais Cirargicos, Porto Alegre, RS/Brasil
® PROMM®, Industria de Materiais Cirtrgicos, Porto Alegre, RS/Brasil
' PROMM?®, Industria de Materiais Cirdrgicos, Porto Alegre, RS/Brasil
" Beltec Industria e Comércio de Equipamentos Odontolégicos LTDA, Araraquara — SP/Brasil



Figura 1: Incisao continua e longitudinal na derme da regido femoral direita.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Figura 2: Exposi¢ao do tecido 6sseo do fémur, apés descolamento periostal.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 3: Confecgao do primeiro defeito 6sseo no tergo superior da face lateral do

fémur.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 4: Fixagcao do parafuso de titanio no tergo superior da face lateral do fémur.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 5: Defeito 6sseo experimental confeccionado no tergo médio da face lateral do fémur.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Em seguida, o tecido muscular e a pele foram reposicionados e suturados,
por meio de pontos isolados, com fio monofilamentar de nylon (4-0)'?, de 45 cm de
comprimento, montado em agulha atraumatica semicircular de 1,5 cm de

comprimento e sec¢éo triangular.

Apods estes procedimentos, os animais permaneceram no Biotério da FEPPS,
acomodados em gaiolas plasticas, mantidos em condi¢bes adequadas de
temperatura (25°C), umidade e ventilagao, identificados e numerados de acordo com

0 grupo correspondente, data da cirurgia e data das irradiagdes.

4.11 - RADIACAO COM O LASER NAO-CIRURGICO

O laser utilizado no Gll foi o laser de diodo infravermelho (GaAlAs),
devidamente calibrado segundo o teste espectrorradiométrico (ANEXO E), com
comprimento de onda de 830nm. A poténcia estabelecida foi de 50 mw e a dose de

6 Jlcm? por sessdo, conforme indicacdo do manual do usuario do aparelho

12 Ethicon Co — S3o Paulo — SP/Brasil
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(ALMEIDA-LOPES; MASSINI, 2002) (Apéndice A). O sistema de entrega foi
constituido por fibra éptica com @ = 0,06cm. O procedimento foi de forma pontual,
na condicdo emiss&o continua, com uma dose de 6 J/cm?, na regido central da loja
cirurgica com tempo total de 120s, utilizado tanto no trans-operatério quanto no pos-

operatorio.

A primeira dose de radiagao foi realizada logo apds o término da confecgéo
da loja cirurgica no fémur dos animais, sendo o sistema de entrega (ponteira do
aparelho) da luz laser posicionado perpendicularmente e diretamente sobre a regiao
medular exposta pela confeccdo da loja cirtrgica. E importante ressaltar que, nem o
tecido muscular nem a pele dos animais haviam sido reposicionados no momento da

primeira radiacao.

Continuaram-se as radiagdes, a cada 48h, no periodo pds-operatério, durante
07, 15 e 21dias, perfazendo um total de 4, 8 e 11 aplicagdes, conforme o subgrupo
pertencente de cada animal, GIIA, GIIB, GIIC, respectivamente. A radiacdo neste
periodo foi realizada por contato direto, com a fibra Ooptica posicionada
perpendicularmente, em um ponto cutaneo central da ferida cirdrgica (Figura 6). As

doses totais estao descritas no Quadro 2.

Quadro 2: Doses totais de radiagao com laser GaAlAs, por subgrupo.

GRUPO | SUBGRUPO DE
GIA 0J/cm?
Gl GIB 0J/cm?
GIC 0J/cm?
GIIA 24J/cm?
Gll GlIB 48 J/ cm?
GlIC 66 J/ cm?®

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 6: Aplicacao do /aser ndo-ablativo.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

De acordo com as regulamentagdes brasileiras, o laser foi aplicado em local
isolado, com caracteres e simbologia internacional para area em uso ou presenca de
radiacdo e observados os procedimentos de seguranga recomendados para

tratamento com luz /aser.

4.12 - PREPARO DAS AMOSTRAS

Os animais foram mortos aos 07, 15 e 21 dias apds a cirurgia, através da
exposi¢cao dos mesmos em uma camera hermética de dioxido de carbono, até que a
morte dos animais pudesse ser constatada pela auséncia dos sinais vitais, seguindo

os principios da Declaragao dos Direitos dos Animais (GOLDIN, 1995).

Para obtengdo das amostras (pegas cirurgicas) foi realizada uma incisao
longitudinal acompanhando a cicatriz cutanea existente, ao longo do osso fémur
operado. Apds minuciosa e completa exposicdo Ossea procedeu-se a remogao
completa do osso e assim foram constituidas as pecgas cirurgicas do grupo controle
(Gl), que nao sofreram radiagédo e os segmentos do grupo teste, submetidos a

radiacao com laser (Gll) (Figura 7).
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Figura 7: Pega cirurgica dissecada evidenciando o parafuso localizador de titanio, disposto a

uma distancia de 8 mm do defeito 6sseo experimental.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Os espécimes obtidos foram colocados em vidros previamente etiquetados,
contendo solugao de formalina tamponada a 10%, e mantidos por um periodo de 48
horas, tempo necessario para a fixacdo, até o momento de sua preparacao.

O processamento histoldgico foi desenvolvido no Laboratério de Anatomia
Patolégica do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da PUCRS,
seguindo a rotina laboratorial padronizada.

Apds o periodo de fixagdo, os espécimes foram descalcificados com uma
solugdo de acido nitrico (HNO3) a 5%, trocado diariamente, por cinco a sete dias, de
acordo com a espessura 0ssea. Apos a descalcificagado, procedeu-se a remocgao do
parafuso localizador. O material obtido foi mergulhado em parafina e os blocos
submetidos a inclusdo foram identificados e submetidos a microtomia. Os cortes
foram semi-seriados longitudinais, com espessura de cinco micrémetros, originando
uma média de trés laminas por pega e assim destinadas: uma série a técnica de
coloragao histolégica Hematoxilina-Eosina (HE) (Anexo F) e outra série a técnica de

coloragao histolégica picrosirius (Anexo G) (Figura 8).
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A andlise histolégica, descritiva-comparativa, das laminas foi realizada no
laboratério de Anatomia Patolégica e Bucodental da PUCRS, sendo todas as
amostras fotografadas.

A. Pré-processamento

Corte Histologico

Medula

Defeito 6sseo

B. Pds-processamento

Regiao Periosteal Regido Medular Regido Endosteal

Figura 8: Modelo esquematico para confecgao dos cortes histologicos.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

4.13 ANALISE HISTOLOGICA

O estudo das laminas foi realizado com o emprego da microscopia optica™,

visando o estudo do processo de reparo 0sseo através da analise descritiva. Para

'3 Microscopio Optico, marca Olympus, modelo BX50.
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tal, foram utilizados os aumentos microscopicos de 40X e 100X. Os aspectos
histolégicos das pecas O0sseas submetidas a radiagdao com /laser diodo, bem como
das pecgas 6sseas do grupo controle foram descritas levando-se em consideragao a
resposta inflamatéria e a neoformacdo de tecido 6sseo. Todas as laminas foram
codificadas, impossibilitando desta forma, a identificagdo a qual grupo de estudo

pertenceria cada lamina analisada.

Os critérios utilizados para avaliagéo do reparo ésseo foram: o fechamento da
cortical 6ssea, avaliado quantitavamente em ausente, parcial, total (em pequena
espessura) e total (em espessura igual ou maior que a diafise); o grau de
neoformacdo Ossea, avaliado em ausente, moderado, alto e intenso, e avaliado
também, sob o padrédo de distribuicdo éssea mais preponderante, em regido
periosteal, endosteal ou medular, bem como nas zonas de transigcao periosteo-
medular e enddsteo-medular. Outro fator estudado foi a determinagao do sentido da

neoformacao éssea através dos sentidos peridsteo-medular ou enddsteo-medular.

A resposta inflamatdria também foi avaliada segundo os critérios de ausente,
moderada, alta e intensa. Todos os critérios utilizados para avaliagcdo do reparo
0sseo e a resposta inflamatéria foram evidenciados através das laminas coradas

pela técnica de coloragao histologica HE.

Outro critério analisado foi a presenca de fibras colagenas, bem como o
padrdo de distribuicdo destas nas regides de periosteo, endosteo, medula e nas
zonas de transicao periosteo-medular e enddsteo-medular. As laminas coradas pela
técnica de coloragao histoldgica picrosirius foram as responsaveis pela analise de

fibras colagenas da presente investigacao (Apéndice B).

4.14 PROCEDIMENTO DE CAPTURA DE IMAGENS E ANALISE
MORFOMETRICA
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O estudo microscopico revelou ser um importante instrumento na mensuracgao
quantitativa do trabeculado ésseo neoformado. Para isto, as laminas obtidas de cada
animal foram submetidas ao exame microscopico através do sistema computacional
de captura e andlise de imagem - Image-Pro Plus™. Sob um foco fixo e com clareza
de campo, a imagem do microscépio foi capturada pela camera de video' acoplada
ao microcomputador16, em um aumento de 40X, transformada em sinal elétrico na
forma analdgica, e transmitida para a tela do computador, onde a imagem foi

digitalizada, sendo constituida por um conjunto de pixels’” (1 pixel = 6,5 um).

Apoés a captura das imagens em formato JPEG, em um total de 159 cortes
histologicos correspondentes a todos os grupos do estudo (controle e experimental),
as mesmas foram direcionadas ao programa de histomorfometria Image Tool
Scripting Language'®. Através deste programa morfométrico, pdde-se realizar a
mensuragao das areas desejadas, através da delimitacdo do contorno das regides
desejadas, com o auxilio do cursor mouse, avaliando, desta forma, o processo de
evolucdo do reparo 6sseo, pela mensuracdo das areas de neoformacao éssea nas

regides de periosteo, enddsteo e medula (Figura 9).

Os valores obtidos de cada trabécula 6ssea neoformada foram transferidos
para uma tabela, na qual se registraram e calcularam a formagao 6ssea total em
cada lamina analisada. Todos esses valores foram transportados para o programa
Microsoft Excel for Windows'®, inseridos nas tabelas definitivas e submetidos a

analise estatistica por meio do programa SPSS para o Windows?°.

Toda a analise morfométrica foi realizada sem o conhecimento prévio da

distribuicdo das imagens nos seus respectivos grupos de estudo, sendo, portanto,

" Programa IMAGE-PRO® PLUS, versao 4.5.1 desenvolvido por MediaCybernetics.

'® Marca Sony (CCD-Iris — Color Video Camera, modelo DXX-107A.

'® Marca Compaq (Pentium 4, CPU 1.8 GHz, 128 MB de memdria RAM, HD 40 GB, sistema
oyeracional Microsoft Windows versao 2002).

' Pixel (Picture element) — Menor unidade grafica de uma imagem digital (ROMANS, 1995).

18 Programa Image Tool Scripting Language®, versao 2.0 (alpha 2).

"% Programa EXCEL desenvolvido pela Microsoft

% gtatistical Pcckage for Social Science. Versdo 11.5. Produzido por rograma SPSS® Inc. 233 South
Wacker Drive, 11" floor Chicago, IL 6060
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codificadas todas as laminas do estudo e, consequientemente, todas as imagens
capturadas.

File Edt Annoktation Stacks Plug-Ins  Analysis Processing  Script Setbings  Mindow  Help

£82S] N sl 5] A« 19 LW L2

Figura 9: Delimitacao das trabéculas 6sseas, com auxilio do cursor do mouse. A area é
calculada automaticamente, através do programa Image Tool Scripting. Coloragao por HE;
ampliagao original, 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

4.15 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados obtidos, constituiu-se um modelo de analise de

comparagao das meédias, sendo analisados os seguintes efeitos:
1. efeito experimento: comparagéo entre os grupos experimental e controle;

2. efeito tempo: comparagao entre os periodos 07, 15 e 28 dias e seus

respectivos grupos;

3. efeito localizacdo: comparacdo entre as localizacbes das zonas de
neoformacéo Ossea (periosteo, enddsteo e regido medular), nos respectivos

grupos controle e experimental.



&9

Para analise do efeito experimento e tempo utilizaram-se o Teste do Qui-
Quadrado com dois fatores enquanto que para o efeito localizagao foram utilizados

os testes de Bonferroni, Dunnet e t-independente (VIEIRA, 2003).



| Resultados
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5 RESULTADOS

Durante o periodo de observacgao, os animais permaneceram saudaveis, com
cicatrizacdo normal no local operado, sem evidéncia de infeccao ou deiscéncia de

sutura.

5.1 RESULTADOS DESCRITIVOS DO EXAME MICROSCOPICO

Os resultados obtidos através da microscopia Optica para o0s grupos
experimentais e controle estdo de acordo com as estruturas avaliadas (fibras
colagenas, trabeculado 6sseo neoformado, infiltrado inflamatério neutrofilico e
reabsorgao ossea inflamatdria), em todas as laminas (27 laminas para cada técnica
de coloracdo, HE e picrosirius, a qual é especifica para observacdo das fibras

colagenas) e foram os seguintes:

5.1.1 Grupo Controle (Gl)

As secgbes histologicas exibiram dois fragmentos de tecido 6&sseo
corticalizados, contendo inumeros ostedcitos e delicados canais medulares
dispersos pelo seu interior. Em uma das corticais citadas, visualizaram-se solugdes
de continuidade compativeis com os defeitos O0sseos confeccionados. O defeito
0sseo experimental apresentou-se quase totalmente preenchido por tecido medular
em meio ao qual foram observadas delicadas esquirolas Osseas. Observou-se,
ainda, intenso processo de neoformacgdo dssea, com maior atividade secretora nos
primeiros 15 dias (GIA e GIB) do experimento (Figuras 10 e 11). Disposta entre as
trabéculas neoformadas observou-se, pela coloracdo de picrosirius, uma delicada
trama de fibrilas colagenas, dispostas nas regides periosteal, medular e na interface
periosteo-medular (Figuras 13, 14 e 15). Moderado infiltrado inflamatorio neutrofilico
foi evidenciado na abertura da cavidade aos sete dias (GIA) do experimento,
estando ausente nos demais periodos de observacido. Ao término do periodo de
observacédo (GIC), o interior da cavidade ainda apresentou predominio de tecido

medular. A nivel da cortical rompida, verificou-se que o processo de reparo 0sseo
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estava quase completo. Em um dos espécimes, observou-se a unido total das
margens da cortical, porém com uma espessura ainda inferior a do tecido integro e
de aspecto mais esponjoso (Figura 12). Nos campos estudados, nao foram
observados episddios de necrose, reabsorcdo Ossea inflamatéria e nem de

invaginagao de tecido conjuntivo para o interior do defeito dsseo.

Figura 10: Imagem de corte histolégico do grupo GIA. Observa-se deposi¢cdo 6ssea com
trabéculas neoformadas (TO) interpostas entre o tecido medular (TM) e corticais internas da
loja cirargica (Cl). H.E., aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Figura 11: Imagem de corte histolégico do grupo GIB. Observa-se maior deposi¢gdo 6ssea com
trabéculas neoformadas (TO) com aspecto mais maduro e interpostas entre o tecido medular
(TM) e cortical interna da loja cirurgica (Cl). H.E., aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 12: Imagem de corte histoldgico do grupo GIC. Observa-se deposi¢cdao 6ssea com
trabéculas (TO) com aspecto mais maduro em diregao ao fechamento da cortical 6ssea.
Predominancia pelo tecido medular (TM) em regidao medular. H.E., aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Figura 13: Imagem de corte histologico do grupo GIA. Observa-se trabéculas 6sseas
neoformadas (TO), tecido medular (TM), cortical interna da loja cirargica (Cl) e trama de fibras
colagenas (FC). Picrosirius, aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 14: Imagem de corte histolégico do grupo GIB. Observa-se trabéculas ésseas
neoformadas (TO), tecido medular (TM), cortical interna da loja cirargica (Cl) e trama de fibras
colagenas (FC). Picrosirius, aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Figura 15: Imagem de corte histolégico do grupo GIC. Observa-se trabéculas ésseas
neoformadas (TO), tecido medular (TM), cortical interna da loja cirargica (Cl) e trama de fibras
colagenas (FC). Picrosirius, aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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5.1.2 Grupo Experimental (Gll)

As seccbes histologicas revelaram dois fragmentos de tecido &sseo
corticalizado contendo inumeros ostedcitos e delicados canais medulares dispersos
no seu interior, em meio aos quais se visualizaram tecidos 0sseo esponjoso e
medular. As solugbes de continuidade compativeis com os defeitos &sseos
confeccionados foram evidenciadas. No local do defeito dsseo experimental,
considerando-se todos os tempos de observacgao, foi possivel identificar uma maior
atividade de neoformacado Ossea diferente do grupo controle, pois neste grupo (Gll)
observou-se maior quantidade de tecido 6sseo neoformado e uma distribuicdo
simultinea do mesmo em direcdo a por¢ao central do tecido medular, tanto no
sentido peridsteo-medular como enddsteo-medular, diferente do grupo controle,

onde houve predominio do sentido endosteo-medular (Figuras 16 e 17).

Igualmente ao ocorrido no grupo controle, foi observada a presenca de fibras
colagenas associadas ao tecido 6sseo neoformado, porém com menor expressao e
até ausente em quatro espécimes (GIIC) (Figuras 19, 20 e 21). O infiltrado
inflamatorio neutrofilico, a exemplo do grupo controle de 07 dias (GIA), também foi
considerado discreto, estando ausente nos demais periodos de observacdo. A
entrada da cavidade, trabéculas 6sseas neoformadas promoveram o reparo total das
extremedades da cortical aos 15 (GIIB) e 21 (GIIC) dias (Figura 18). Sinais de
necrose, invaginagao de tecido conjuntivo para o interior da cavidade e atividade
reabsortiva 6ssea inflamatéria ndo foram evidenciados nos campos histolégicos

estudados.
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Figura 16: Imagem de corte histologico do grupo GIIA. Observa-se deposi¢ao 6ssea com
trabéculas neoformadas (TO) em dire¢ao ao tecido medular (TM) e quatitativamente maiores
que o Gl e corticais internas da loja cirargica (Cl). H.E., aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Figura 17: Imagem de corte histologico do grupo GlIB. Observa-se deposi¢ao 6ssea com
trabéculas neoformadas (TO) com aspecto mais maduro e interpostas entre o tecido medular
(TM) e cortical interna da loja cirurgica (Cl). H.E., aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 18: Imagem de corte histolégico do grupo GIIC. Observa-se deposi¢ao 6ssea com
trabéculas (TO) com aspecto mais maduro em dire¢gao ao fechamento da cortical 6ssea.
Observa-se tecido medular (TM). H.E., aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Figura 19: Imagem de corte histolégico do grupo GIIA. Observa-se trabéculas 6sseas
neoformadas (TO), tecido medular (TM), cortical interna da loja cirargica (Cl) e trama de fibras
colagenas (FC). Picrosirius, aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Figura 20: Imagem de corte histolégico do grupo GIIB. Observa-se trabéculas 6sseas
neoformadas (TO), tecido medular (TM), cortical interna da loja cirargica (Cl) e trama de fibras
colagenas (FC). Picrosirius, aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Figura 21: Imagem de corte histolégico do grupo GIIC. Observa-se trabéculas 6sseas
neoformadas (TO), tecido medular (TM), cortical interna da loja cirargica (Cl) e auséncia de
fibras colagenas. Picrosirius, aumento aproximado 40X.

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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5.2 ANALISE ESTATISTICA, SEMIQUANTITATIVA E DESCRITIVA, DO
EXAME MICROSCOPICO

5.2.1 Comparagao entre os grupos

Varios fatores foram analisados quando da avaliacdo semiquantitativa da
analise histologica evidenciada pelas técnicas HE e picrosirius. Para analise
especifica da presenca, distribuicdo e localizagcédo das fibras colagenas utilizaram-se
cortes histologicos evidenciados pela técnica de picrosirius. A justificativa para
analise das fibras colagenas é o conhecimento de que o colageno é o componente
mais abundante da matriz organica éssea, a qual é sintetizada e secretada pelos

osteoblastos.

A partir dos resultados do teste do qui-quadrado, verificou-se que existe
diferenga significativa na distribuicdo das fibras colagenas entre os grupos
estudados (Tabela 1). Observa-se que o grupo controle apresentou distribuicdo em
todos os niveis estudados, com alta incidéncia nos niveis de variacdo altos e
intensos, enquanto que, o grupo /aser denotou a auséncia de padrdes intensos de

distribuicdo das fibras colagenas (p< 0,05).

Tabela 1: Comparagao da distribuigédo das fibras colagenas entre os grupos controle e
experimental.

Fibras Colagenas Numero de Animais
Grupo P
Ausente Moderado Alto Intenso (n)

Gl 1(7,7%) 2(154%) 6(46,2%) 4(30,8%) 13(100,0%)

0,010*
Gl 4(28,6%) 8(57,1%) 2(14,3%)  0(0%) 14(100,0%)

* Apresenta diferenca estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Analisando-se a neoformacédo O&ssea, segundo parametros descritivos
quantitativos e associados a graus moderado, alto e intenso, observou-se que n&o
houve diferenga significativa entre os grupos analisados (Tabela 2). Evidencia-se

que o grupo experimental apresentou maiores graus de neoformacao 6ssea do que
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o grupo controle, expressando, desta forma, padrbes altos e intensos de
neoformacao, com distribuicdo equindnime nestes graus, porém sem diferencas

estatistica significativa entre os grupos, segundo o teste do qui-quadrado (p= 0,177).

Tabela 2: Comparagao do grau de neoformagao 6ssea entre os grupos controle e experimental.

. Grau de neoformacao dssea Numero de Animais
rupo p
Ausente Moderado Alto Intenso (n)
Gl 0(0%) 8(61,5%) 5(38,5%) 0(0%) 13(100,0%)

Gl 0(0%) 8(57,1%) 3(21,4%) 3(21,4%) 14(100,0%)

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Outro fator considerado na neoformacao éssea entre os grupos analisados foi
o sentido prepoderante pelo qual estavam formando-se as trabéculas dsseas. A
disposicao peridosteo-medular mostrou-se primordial na neoformacéo 6ssea do grupo
experimental, enquanto que, o sentido enddsteo-medular mostrou-se prepoderante
no grupo controle. Observou-se também a tendéncia a linearidade dos grupos
analisados, a qual ndo expressou padrdes estatisticamente significativos, quando

utilizado para comparacao dos grupos o teste do qui-quadrado (Tabela 3).

Tabela 3: Comparagao do sentido da neoformagdo 6ssea entre os grupos controle e
experimental

Grupo Sentido da neoformagao dssea Numero de Animais
Periésteo-medular Enddsteo-medular (n)
Gl 5(38,5%) 8(61,5%) 13(100,0%) 0.085
Gll 10(71,4%) 4(28,6%) 14(100,0%)

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Ao estudar a disposicao da neoformacao 6ssea e o padrdo de cicatrizagao
O0ssea com o fechamento da cortical da loja cirurgica confeccionada observaram-se
padrées distintos de corticalizagdo entre os grupos estudados. O grupo controle
revelou padrbes diminutos de fechamento da cortical associada, enquanto que, o
grupo experimental revelou padrées expressivos de corticalizagdo, com fechamento
total da cortical 6ssea, porém com padroes de espessura menores que os da diafise

adjacente (Tabela 4).
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Tabela 4: Comparagao do grau de fechamento da cortical 6ssea entre os grupos controle e
experimental.

Grau de fechamento da cortical 6ssea Numero de
Grupo . Total Total Animais p
Ausente Parcial
(Espessura < digfise)  (Espessura 2 diafise) (n)
Gl 9(69,2%) 3(23,1%) 1(7,7%) 0(0%) 13(100,0%) 0.285
Gll 6(42,9%) 4(28,6%) 4(28,6%) 0(0%) 14(100,0%) ’

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

O infiltrado inflamatério neutrofilico foi analisado sob os paradmetros de
ausente, moderado, alto e intenso dentre os grupos. Observaram-se padrdes
variando de ausente a moderado em ambos 0s grupos, porém com evidenciagao de
um menor infiltrado inflamatério no grupo laser e sem associacdo estatistica

significativa entre os grupos, posto ser o valor de p> 0,05 (Tabela 5).

Tabela 5: Comparagao da presenc¢a do infiltrado inflamatério neutrofilico entre os grupos
controle e experimental

Grupo Infiltrado inflamatdério neutrofilico Numero de Animais )
Ausente Moderado Alto Intenso (n)
Gl 8(61,5%) 5(38,5%) 0(0%) 0(0%) 13(100,0%) 0.152
Gl 12(85,7%) 2(14,3%) 0(0%) 0(0%) 14(100,0%)

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

5.2.2 Comparagao entre os grupos e os periodos de observagao

Analisando-se o padrao de distribuicao das fibras colagenas de acordo com
os diferentes periodos de observagao e os grupos estudados, verificou-se que houve
diferengas estatisticamente significativas na distribuicdo das fibras colagenas dentro
do grupo experimental e nos diferentes periodos de observagao, de acordo com o
teste do qui-quadrado (p=0,010) (Tabela 6). Observou-se que, a partir dos 15 dias
do experimento, as fibras colagenas do grupo /aser passaram a adquirir niveis de
distribuicdo variando de ausente a moderado, enquanto que, niveis de distribuicdo

variando de ausente a intenso prevaleceram no grupo controle (p< 0,05).



102

Tabela 6: Comparagao da presenca de fibras colagenas entre os grupos e os periodos de

observagao.
Fibras Colagenas Numero de
Grupo Tempo Animais p
Ausente Moderado Alto Intenso )

07 dias  0(0%) 1(7,7%) 4(30,7%) 0(0%) 5(38,4%)

Gl 15dias  0(0%) 1(7,7%) 2(15,4%) 1(7,7%) 4(30,8%) 0,109
21 dias  1(7,7%) 0(0%) 0(0%)  3(23,1%) 4(30,8%)
07 dias  0(0%)  3(21,5%) 2(14,2%) 0(0%) 5(35,7%)

Gl 15dias 0(0%) 4(28,6%) 0(0%) 0(0%) 4(28,6%) 0,010*
21 dias 4(28,6%) 1(7,1%) 0(0%) 0(0%) 5(35,7%)

* Apresenta diferenga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Analisando-se o padréo de distribuicdo das fibras colagenas nas regides de
periosteo, enddsteo e medula e segundo os grupos (controle e /aser) e os periodos
de observacao, observou-se que tanto na zona periosteal como na zona medular
houve diferencas estatisticamente significativas no grupo /laser (p=0,050 e p=0,027)
quando observado o comportamento das fibras colagenas nos diferentes periodos
experimentais, segundo o teste do qui-quadrado. Tomando-se por referéncia os
grupos controle e /aser, observou-se, na regido periosteal, um predominio na
distribuicdo das fibras colagenas nos primeiros 15 dias de observacgao, tendendo a
auséncia aos 21 dias do experimento. Analisando-se a regiao endosteal observou-se
auséncia na distribuicdo das fibras colagenas em ambos os grupos. Essa auséncia
seguiu um padrao constante em toda a amostra e, consequentemente, inviabilizou a
analise estatistica. A regiao medular evidenciou no grupo controle um predominio de
fibras colagenas em todos os periodos, enquanto que, no grupo laser observou-se
um predominio nos primeiros sete dias do experimento, tendendo a desaparecer a

partir dos 15 dias de observagao (Tabela 7).
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Tabela 7: Padrao de distribui¢ao das fibras colagenas segundo os periodos de observagao e
as localizagbes perioteal, endosteal e medular.

Padrao de distribuicdo das fibras colagenas

Grupo Tempo Peridsteo Enddsteo Medular
Ausente  Presente p Ausente Presente p Ausente Presente p
07 dias .2 3 5 0 3 2
(15,4%)  (23,1%) (38,4%)  (0%) (23,1%)  (15,4%)
. 1 3 4 0 0 4
Gl 18dias 7700 (231%) 03** @07%) (%) =~ (%) (307%) *140
. 3 1 4 0 1 3
21dias o319 (7,7%) (30,7%)  (0%) (7,7%)  (23,1%)
07 dias 3 2 5 0 1 4
188 (215%) (14,2%) (35,7%)  (0%) (71%)  (28,6%)
. 0 4 R 4 0 3 1 .
Gll  15dias 5oy (286%) 9050 (286%) (0%) = (@15%) (7.1%) 0%
21 dias .4 ! S 0 5 0
(28,6%) (7,1%) (35,7%)  (0%) (35,7%)  (0%)

* Apresenta diferencga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Analisando-se o padréao de distribuicdo das fibras colagenas nas regides de
transicao periosteo-medular e enddsteo-medular e segundo os grupos (controle e
laser) e os diferentes periodos do experimento, observou-se que a zona periosteo-
medular apresentou diferenca estatisticamente significativa no grupo /laser (p=0,027)
quando observado o comportamento das fibras colagenas nos diferentes periodos
de observagao, segundo o teste do qui-quadrado. Tomando-se por referéncia os
grupos controle e laser, observou-se, na regido periosteo-medular um padrdo de
distribuicdo das fibras colagenas similar ao observado no peridsteo, com predominio
nos primeiros 15 dias de observacdo, tendendo a auséncia nos 21 dias do
experimento. A regido endosteo-medular evidenciou, em ambos 0s grupos
analisados, predominio pela auséncia das fibras colagenas a partir dos sete dias de

observacgéo (Tabela 8).
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Tabela 8: Padrao de distribui¢ao das fibras colagenas segundo os periodos de observagao e
as zonas de transicao periésteo-medular e endésteo-medular.

Padrao de distribuicdo das fibras colagenas

Grupo Tempo Periosteo-Medular Enddsteo-Medular
Ausente Presente p Ausente  Presente p

07 dias  1(7,7%)  4(30,7%) 5 (38,4%) 0 (0%)

Gl 15 dias 0 (0%) 4 (30,7%) 0,057 3(23,1%) 1(7,7%) 0,296
21dias  3(23,1%) 1(7,7%) 4 (30,7%) 0 (0%)
07 dias 0(0%)  5(357%), 4 (28,6%) 1(7,1%)

Gl 15dias  1(7,1%)  3(21,5%) 0,027* 4 (28,6%) 0 (0%) 0,379
21 dias  4(28,6%) 1(7,1%) 5 (35,7%) 0 (0%)

* Apresenta diferenga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Através dos resultados do teste qui-quadrado (Tabela 9) verificou-se que nao
houve diferenga significativa no grau de neoformacgédo 6ssea entre os tempos e os
grupos estudados. Evidenciou-se também, que apenas o0 grupo /aser apresentou
padrées intensos de neoformacdo Ossea com consequente exacerbacdo da
osteogénese e biomodulagdo Ossea positiva em relagdo ao grupo controle.
Observou-se que o padrao de intensificacdo da neoformagao 6ssea no grupo laser

teve maior incidéncia nos primeiros sete dias do experimento.

Tabela 9: Comparagdo do grau de neoformagao 6ssea entre os grupos e os periodos de

observacao.
Grau de neoformacgao dssea Numero de Animais
Grupo Tempo p
Ausente Moderado Alto Intenso (n)

07 dias 0(0%) 2(15,4%) 3(23,1%) 0(0%) 5(38,4%)

Gl 15dias  0(0%) 2(15,4%) 2(15,4%) 0(0%) 4(30,7%) 0,157
21dias 0(0%) 4(30,7%)  0(0%) 0(0%) 4(30,7%)
07 dias  0(0%) 1(7,1%) 2(14,2%) 2(14,2%) 5(35,7%)

Gl 15dias 0(0%) 3(21,5%) 1(7,1%) 0(0%) 4(28,6%) 0,244
21dias 0(0%) 4(28,6%) 0(0%) 1(7,1%) 5(35,7%)

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Segundo os resultados do teste qui-quadrado (Tabela 10) verifica-se que nao

houve associagao significativa entre os grupos e a neoformagéao éssea segundo as
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localizagbes de peridsteo e enddsteo (p>0,05). Analisando a neoformacéo Ossea
segundo a localizagao do peridsteo pdde-se observar que no grupo controle houve
um equilibrio na incidéncia da osteogénese durante todos os periodos de
observagéo, enquanto que, 0 grupo laser evidenciou um aumento progressivo na
incidéncia da neoformacgéo 6ssea conforme se prolongava o periodo de observagao.
O endésteo referiu, no grupo controle, padrdes de neoformagao dssea similares na
incidéncia da neoformacdo Ossea conforme se estenderam os periodos de
observagéo, enquanto que, no grupo /aser, observou-se predominio da neoformagéao
o6ssea em todos os tempos analisados, porém, com predominio pelos sete primeiros
dias de observagdo. Quanto a regido medular, observou-se que a neoformagéo
O0ssea seguiu um padrdo constante em todos os grupos analisados, e, por

consequéncia, impossibilidade de analise estatistica.

Tabela 10: Padrao de distribuicao da neoformagao 6ssea segundo os periodos de observagao
e as localizagoes perioteal, endosteal e medular.

Padrao de distribuicdo da neoformacgao ossea

Grupo Tempo Periosteo Endosteo Medular
Ausente Presente p Ausente Presente p Ausente  Presente p
07 4 1 1 4 0 5
dias (30,7%) (7,7%) (7,7%)  (30,7%) (0%)  (38,4%)
15 3 1 0 4 0 4
Gl dias  31%) 7.7%) %9 0%)  (307%) %40 (0%)  (30,7%) -
21 3 1 0 4 0 4
dias (23,1%) (7,7%) (0%)  (30,7%) (0%)  (30,7%)
07 3 2 1 4 0 5
dias (21,5%) (14,2%) (7,1%) (28,6%) (0%) (35,7%)
15 1 3 1 3 0 4
Gll dias (7,1%)  (21,5%) 0,108 (7,1%)  (21,5%) 0.772 (0%)  (28,6%) )
21 0 5 2 3 0 5
dias (0%)  (35,7%) (14.2%) (21,5%) (0%)  (35,7%)

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Analisando-se o padrao de distribuicdo da neoformagéo 6ssea nas regides de
transigcéo periosteo-medular e enddsteo-medular e segundo os grupos e os periodos
experimentais, observou-se que a zona peridésteo-medular apresentou diferenca
estatisticamente significativa no grupo laser (p=0,010), segundo o teste do qui-
quadrado. Tomando-se por referéncia o grupo /aser, observou-se, na regido
periosteo-medular, um predominio na incidéncia da osteogénese nos grupos
analisados aos 15 e 21 dias de observagédo, enquanto que, no grupo controle

observou-se, uma maior incidéncia nos primeiros 07 dias de observacdo. A regiao
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enddsteo-medular referiu no grupo controle um processo de osteogénese mais
intenso do que no grupo laser, com predominio pelos primeiros 15 dias de
observagédo. O grupo laser evidenciou um equilibrio da neoformagdo Ossea nos

diferentes periodos de observagao (Tabela 11).

Tabela 11: Comparacao do padrao da neoformagao 6ssea segundo os periodos de observagao
e as zonas de transicao peridésteo-medular e endésteo-medular.

Padrao de distribuicao da neoformacgao 6ssea

Grupo  Tempo Periosteo-Medular Enddsteo-Medular
Ausente  Presente p Ausente Presente p

07 dias  3(231%)  2(15,4%) 3(21,5%) 2 (15,4%)

Gl 15dias 4 (30,7%) 0 (0%) 0,365 1(7,7%) 3(23,1%) 0,344
21dias  3(23,1%) 1(7,7%) 3(231%)  1(7,7%)
07 dias  5(35,7%) 0 (0%), 4(28,6%)  1(7,1%)

Gll 15 dias 0 (0%) 4 (28,6%) 0,010* 3(21,5%)  1(7,1%) 0,979
21dias  2(142%)  3(21,5%) 4(28,6%)  1(7,1%)

* Apresenta diferenga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Quando analisada a presencga da corticalizagao entre os grupos e os periodos
experimentais, verificou-se que houve associagdo estatistica significativa entre o
grupo laser e a presenga de corticalizagdo segundo os periodos de tempo
analisados, segundo o teste qui-quadrado (p=0,008). O grupo laser expressou a
formacédo total da cortical éssea, contudo em menor espessura que a diafise
adjacente, a partir dos 15 dias, tendo uma maior incidéncia aos 21 dias de
observagédo. O grupo controle denotou predominio pela auséncia na formacao da

corticalizagao 6ssea (69,3%) (Tabela 12).
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Tabela 12: Comparagéao do grau de fechamento da cortical entre os grupos e os periodos de
observagao.

Grau de fechamento da cortical
Numero de

Grupo Tempo Total Total o p
Ausente  Parcial (Cesrmsauai Seapaaeiie) Animais (n)

07 dias 3(23,1%) 2(15,4%) 0(0%) 0(0%) 5(38,4%)

Gl 15 dias 3(23,1%) 1(7,7%) 0(0%) 0(0%) 4(30,7%) 0,420
21 dias 3(23,1%) 0(0%) 1(7,7%) 0(0%) 4(30,7%)
07 dias 5(35,7%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 5(35,7%)

Gl 15dias  0(0%) 3(21,5%) 1(7,1%) 0(0%) 4(28,6%) 0,008*
21dias 1(7,1%) 1(7,1%) 3(21,5%) 0(0%) 5(35,7%)

* Apresenta diferenga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Pelos resultados do teste qui-quadrado, verificou-se que houve diferenca
significativa no sentido da neoformacao éssea entre os grupos e os periodos de
tempo estudados no grupo /aser (Tabela 13). Observou-se que o0 grupo controle
apresentou predominio pelo sentido endésteo-medular (61,5%) durante o processo
de neoformagdo Ossea, porém sem associagao estatistica significativa. O grupo
laser, por sua vez, apresentou predominio pelo sentido inverso ao observado no

grupo controle, ressaltando a cicatrizagdo 6ssea no sentido peridsteo-medular
(71,4%).

Tabela 13: Comparagio do sentido da neoformagdo 6ssea entre os grupos e os periodos de
observacgao.

Sentido da neoformacéao d6ssea Nuamero de
Grupo Tempo

Peridsteo-medular Enddsteo-medular Animais (n)

07 dias 2(15,4%) 3(23,1%) 5(38,4%)

Gl 15 dias 0(0%) 4(30,7%) 4(30,7%) 0,082
21 dias 3(23,1%) 1(7,7%) 4(30,7%)
07 dias 1(7.1%) 4(28,6%) 5(35,7%)

Gll 15 dias 4(28,6%) 0(0%) 4(28,6%) 0,006*
21 dias 5(35,7%) 0(0%) 5(35,7%)

* Apresenta diferenga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Analisando-se a presenca de infiltrado inflamatério neutrofilico entre os
grupos e os distintos periodos de observacao, ressaltou-se associagao estatistica
significativa no grupo controle, segundo o teste qui-quadrado (p=0,002). O grupo
laser denotou menor incidéncia de infiltrado inflamatério quando comparados ao

grupo controle, contudo sem associagao estatistica significativa (Tabela 14).

Tabela 14: Comparagio da presenca de infiltrado inflamatoério neutrofilico entre os grupos e os
periodos de observagao.

Infiltrado Inflamatdrio Neutrofilico Numero de
Grupo Tempo

Ausente Moderado Alto Intenso Animais (n)
07 dias 0(0%)  5(38,4%) 0(0%) 0(0%)  5(38,4%)
Gl 15 dias 4(30,7%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)  4(30,7%) 0,002*
21 dias 4(30,7%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)  4(30,7%)
07 dias 3(21,5%) 2(14,2%) 0(0%) 0(0%) 5(35,7%)
Gl  15dias 4(28,6%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 4(28,6%) 0,122
21dias 5(35,7%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)  5(35,7%)

4
4

(
(
(
(

* Apresenta diferenca estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

5.3 ANALISE ESTATISTICA MORFOMETRICA DA NEOFORMACAO OSSEA

5.3.1 Comparagdao morfométrica da neoformagcao o6ssea segundo as

localizagdes, os grupos e os periodos de observacao estudados

A tabela 15 mostra os valores das médias e desvio-padrao referentes as
areas de trabeculado 6sseo neoformado e analisadas quantitativamente em cada
um dos grupos, bem como, nos periodos de observagédo estudados, analisadas em
um conjunto de pixels. A tabela evidencia que o grupo /laser exprimiu valores de area
de trabeculado 6sseo superior ao grupo controle. Analisando os diferentes periodos
de observagao, péde-se observar valores de neoformagao éssea homogéneos entre
0s grupos controle e /laser aos 07 e 15 dias. Durante os periodos de observagao de

07 e 21 dias, observaram-se maiores areas de trabeculado ésseo no grupo laser. E
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importante ressaltar o declinio da osteogénese ocorrido na transicdo dos 15 aos 21
dias de observacdo em ambos os grupos. Através dos resultados obtidos com o
teste de Bonferroni, pela comparagédo linear independente entre os grupos, nao
foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos

grupos estudados.

Tabela 15: Comparagiao das médias referentes as areas de trabeculado 6sseo neoformado nos
grupos estudados e nos periodos de observagao.

Grupo Média Tempo Média Desvio-padrao p

07 dias 307.132,40 62996,049
Gl 262.049,22 15dias 310.601,00 70431,724

21 dias 168.414,25 70431,724

0,621
07 dias 312.868,60  62996,049

Gl 289.392,30 15dias 308.379,50 70431,724

21 dias 246.928,80 62996,049
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Ao analisar quantitativamente as areas de trabeculado 6sseo neoformado
considerando-se as localizagdes de periosteo, medula e enddsteo e os grupos,
controle e laser, observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre as
medidas de area dos grupos estudados apenas na localizagdo de peridsteo,
segundo o teste t independente (p=0,038) (Tabela 16). Na localizagao periosteal foi

ressaltada uma maior osteogénese no grupo experimental.
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Tabela 16: Média, desvio padrao, intervalo de confiang¢a, valores minimos e maximos para o
trabeculado 6sseo nos grupos analisados.

Intervalo de Confianca de

_ _ Desvio- 95%
Localizagao Grupo Média p
Padrao Limite Limite
Inferior Superior
Gl 16.926,38  31123,571
Peridsteo 133139,806 -4149,568 0,038*
Gll 85.571,07 108710,446
Gl 164.627,69 75987,351
Medular 47936,272 100771,228 0,471
Gll 138.210,21 107543,242
Gl 83.963,08 64742,813
Endésteo 24759,276  64184,430 0,370
Gl 64.250,50 46636,321

* Apresenta diferenga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

Quando comparados os grupos e os periodos de observagdo segundo a
localizacéo do peridsteo, foram verificadas diferencas significativas entre as medidas
de area dos grupos estudados, segundo o teste de Bonferroni (p=0,026).
Evidenciou-se maior processo de neoformacado o6ssea, em todos os periodos de
observagédo, no grupo submetido a radiagao /laser. Quando comparado ao grupo
controle observou-se que o grupo experimental apresentou valores de area

superiores (Tabela 17).

Tabela 17: Comparacao das médias, desvio-padrao e valor de p referentes as areas de
trabeculado 6sseo nos grupos estudados segundo a localizagao do perioésteo.

Grupo Tempo Média Desvio-Padrao P
07 dias 7.376,80 32386,474
Gl 15 dias 6.703,50 36209,178 0,026*

21 dias 39.086,25 36209,178
07 dias 16.985,80 32386,474

Gll 15 dias 76.977,00 36209,178 0,026*
21 dias 161.031,60 32386,474

* - Apresenta diferencga estatistica significativa, para p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Com a finalidade de evidenciar os periodos e os grupos aonde existiram as

diferengas estatisticamente significativas para a localizagdo do peridsteo, pdode-se

utilizar o teste de Dunnett C, o qual expressou associagéo estastistica significativa

entre todos os subgrupos controle com o grupo experimental analisado aos 21 dias.

Dentro do grupo /aser observou-se associagao significativa dos grupos analisados
aos 07 e 21 dias (Tabela 18).

Tabela 18: Comparagio entre os subgrupos analisados segundo a localizagao do periésteo e
associagao estatistica.

Subgrupo Subgrupo p
GIA GliC 0,003*
GIB GlIC 0,005*
GIC GlIC 0,020*
GIlIA GliCc 0,005*

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)

* Apresenta diferencga estatistica significativa, para p<0,05.

Quando comparados os grupos e os periodos de observagao, segundo a

localizagdo medular, ndo foram verificadas diferencgas significativas entre as medidas

de area dos grupos estudados, segundo o teste de Bonferroni (p=0,484).

Evidenciou-se um maior processo de neoformagao 6ssea no grupo controle quando

comparado ao grupo /laser, em todos os periodos de observagao (Tabela 19).

Tabela 19: Comparacao das médias, desvio-padrao e valor de p referentes as areas de
trabeculado 6sseo nos grupos estudados segundo a localizagao medular.

Grupo Tempo Média Desvio-Padrao P
07 dias 214.066,00 32681,314
Gl 15 dias 190.121,50 36538,820 0,484
21 dias 77.336,00 36538,820
07 dias 200.474,60 32681,314
Gl 15 dias 170.328,00 36538,820 0,484
21 dias 50.251,60 32681,314

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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Através dos resultados obtidos com o teste Bonferroni, ndo foram verificadas
diferengas significativas entre as médias dos grupos estudados nos distintos
periodos e segundo a localizagdo do enddsteo (p=0,358). Evidenciou-se dentro do
grupo submetido a radiagdo /aser uma maior area de trabeculado 6sseo nos sete
primeiros dias, com decréscimo progressivo nos demais periodos de observagao. O
grupo controle, nesta area de localizagdo, denotou padrées mais intensos de

neoformacéo ossea (Tabela 20).

Tabela 20: Comparacao das médias, desvio-padrao e valor de p referentes as areas de
trabeculado 6sseo nos grupos estudados segundo a localizagdo do endésteo.

Grupo Tempo Média Desvio-Padrao p
07 dias 85.689,60 24286,645
Gl 15 dias 113.776,00 27153,295 0,358
21 dias 51.992,00 27153,295
07 dias 95.396,20 24286,645
Gl 15 dias 61.074,50 27153,295 0,358
21 dias 35.645,60 24286,645

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2006)
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6 DISCUSSAO

O advento do /aser trouxe inumeros beneficios para a humanidade.
Entretanto, por tratar-se de um avancgo tecnologico recente, os padrdes de aplicagao
sobre o tecido 6sseo demandam exaustivas pesquisas nesta area, com o objetivo de
estabelecer parametros de utilizacdo que contribuam para a efetividade
biomoduladora do /aser. Assim, torna-se necessaria a definicdo de protocolos
adequados, com o estabelecimento de corretas densidades de poténcia e de
energia, comprimento de onda, frequéncia, tempo e modo de exposi¢cao do aparelho
laser, bem como a interagcdo entre o /laser com cada tipo de tecido radiado
(HALLMAN et al., 1988; HALL et al., 1994; BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998;
FRANKS, 1999; KOLAROVA; DITRICHOVA; WAGNER, 1999; KREISLER et al.,
2002; CATAO, 2004).

As caracteristicas da radiacido laser — coeréncia, colimagdo e monocromia —
tém sido examinadas em detalhes. Em particular, a coeréncia e a colimagcdo nao
parecem ser cruciais, uma vez que as mesmas sao rapidamente degradadas pela
reflexdo enquanto o raio passa pelo tecido. Suportando sua relativa falta de
importancia esta o fato que tanto os /asers diodos quanto uma luz n&o-coerente,
oriunda de fontes monocromaticas, podem alterar os processos bioldgicos. A
monocromia, entretanto, parece vital para a laserterapia (BASFORD, 1995), pois a
absorgao no tecido é especifica em relagdo ao comprimento de onda (FRANKS,
1999).

A dispersao do /laser nos tecidos € muito complexa. InUmeras estruturas como
fibras colagenas, células e organelas celulares, vasos e outros componentes
teciduais, assim como o tamanho, a forma e a orientacdo destas estruturas
influenciam enormemente a dispersdao do /aser nos tecidos. A velocidade da
radiacdo /aser depende, portanto, do meio de propagacdo. Sendo assim, a

caracterizagado verdadeira da radiagdo eletromagnética deve ser determinada por
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sua frequéncia, a qual é independente do meio de propagacédo (HILLENKAMP,
1989).

A biomodulagéo tecidual é uma das areas de maior controvérsia no uso dos
lasers na Odontologia, principalmente no que concerne a biomodulagdo Oéssea,
embora muitos autores tenham encontrado resultados positivos e recomendem o
seu uso. Dentre estes, citam-se algumas pesquisas realizadas in vivo (FREITAS;
BARANAUSKAS; CRUZ-HOFLING, 2000; DORTBUDAK; HAAS; MAILATH-
POKORNY, 2002; GARAVELLO-FREITAS et al., 2003; PINHEIRO et al., 2003;
BLAYA, 2005; GERBI et al., 2005; MERLI et al., 2005; SILVA; CAMILLI, 2006;
WEBER et al., 2006) e também in vitro (KOLAROVA; DITRICHOVA; WAGNER,
1999; DORTBUDAK et al., 2000; ALMEIDA-LOPES et al., 2001; KREISLER et al.,
2002). Embora, Anneroth; Hall e Ryden (1988), In de Braekt et al. (1991),
Gordjestani; Dermaut e Thierens (1994), Hall et al. (1994) e Kucerova et al. (2000),
nao tenham observado nenhum resultado positivo em suas pesquisas sobre a

influéncia do /aser na cicatrizacao de feridas cutdneas ou no reparo 6sseo.

A enorme variagdo quanto aos parametros utilizados na LLLT em processos
de cicatrizacdo, tem dificultado uma interpretacdo adequada de seus efeitos, bem
como a diversidade de modelos usados. Isso porque a escolha dos parametros para
a definicdo dos protocolos para a utilizagdo do /aser é realizada segundo a
experiéncia dos autores, uma vez que nao existem parametros universalmente
aceitos. Além disso, muitos pesquisadores que utilizam protocolos e unidades de
laser similares tém relatado resultados conflitantes. Acredita-se que ndo ha um
determinado parametro que, por si sO, produza os efeitos biomoduladores, mas a
conjugacgao de diferentes parametros e suas variagdes de acordo com o modelo
experimental (PINHEIRO; GERBI, 2006).

Nesta pesquisa, utilizou-se o laser diodo infravermelho de GaAlAs (A=830 nm)
pela propriedade de maior penetragdo tecidual, em especial nos tecidos
subcutaneos. E sabido que, a penetracdo e a dispersdo da luz (vermelha e

infravermelha) na pele estdo diretamente associadas ao comprimento de onda da
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fonte emissora e as propriedades Opticas individuais das camadas da pele. Segundo
Basford (1995) o laser de GaAlAs apresenta maior penetracao tecidual (22mm) que
o laser HeNe (luz vermelha), o qual trabalha com uma comprimento de onda na faixa
de A= 632,8 nm e tem um poder de penetracédo superficial de 0,5 a 1mm, antes de
perder 37% de sua intensidade. Quanto as propriedades teciduais, observa-se que o
laser infravermelho demonstra baixa absor¢éo pela agua ou cromoéforos da pele,
assegurando, desta forma, uma penetragdo mais profunda nos estratos teciduais
(GORDJESTANI; DERMAUT; THIERENS, 1994; BASFORD, 1995; KOLAROVA et
al., 1999).

A importancia de escolher um nivel adequado de energia tem sido enfatizada
por muitos autores, mas a energia recomendada para a obtencdo de uma
biomodulagdo 6tima varia muito na literatura (HALL et al., 1994). Dados
experimentais revelam que baixas doses (10-10° J/m?) aplicadas em curtos periodos
(10-100s) denotam efeitos biomoduladores positivos, os quais persistem por um
longo intervalo de tempo (KARU, 1989).

Nos procedimentos de radiacdo executados nesta pesquisa, foi utilizada a
dose efetiva de 6 J/cm? por sessdo, segundo o protocolo clinico estabelecido pelo
fabricante do aparelho Thera Lase® e uma dose total de tratamento de 24 J/cm?, 48
Jicm? e 66 J/cm?, conforme o subgrupo de cada animal. Pinheiro et al. (1997; 2003)
e Khadra et al. (2005) recomendam, através da observagao de experimentos
clinicos, que a laserterapia de baixa intensidade visando a obtencdo de efeitos
terapéuticos e biomoduladores em tecidos moles e dsseos devera ser estabelecida
com densidades de energia variando entre 1,8 e 5,4 J/lcm? e com densidades de
poténcia variando entre 5 e 90 mW. No entanto, Kreisler et al. (2002) observaram
que doses variando de 2 a 8 Jicm? sdo capazes de biomodular efeitos positivos nas

células radiadas.

A dose efetiva de 6 J/cm? adotada por este estudo é confirmada pelo trabalho
de Merli et al. (2005), os quais utilizaram essa densidade de energia durante a
radiacdo trans e pods-operatéria, objetivando alcangar uma melhor cicatrizagao

tecidual, promover uma melhor estimulagdo no periosteo, proporcionando um
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estimulo na proliferacao das células osteoblasticas e conseqiente diminuicdo na

modulagao da dor e inflamagao.

As radiagbes foram realizadas de forma pontual e transcutanea, em um unico
ponto, o qual se localizava sobre o defeito 6sseo confeccionado, a cada 48h, sendo
a primeira sessao estabelecida ainda no trans-operatorio, sem o reposicionamento
das camadas musculares e da pele do animal. Estes procedimentos, de radiagdo no
trans-operatério, foram embasados nos protocolos clinicos usados por Merli et al.
(2005) e Weber et al. (2006).

A radiagdo a cada 48h apds a confeccdo dos defeitos cirurgicos objetivou
aguardar a diminuigdo do processo inflamatorio e o inicio do processo do reparo das
feridas cirurgicas, onde o laser parece ser mais efetivo, incrementando as mitoses
celulares e criando condigbes para acelerar o reparo 0sseo, como anteriormente
descrito por Karu (1989), Silva Junior (2000), Merli et al. (2005) e Weber et al.
(2006).

Durante os primeiros estagios da reparagao Ossea, observa-se um maior
predominio pelos componentes celulares, fase proliferativa celular da cicatrizagcao
ossea, havendo maior propensao para incidéncia e completa absorcao da luz laser
(KARU, 1989; BASFORD, 1995; PINHEIRO; GERBI, 2006; SILVA; CAMILLI, 2006).
Observa-se, também, que o estado fisioldgico da célula no momento da radiagao
interfere diretamente na magnitude do efeito biomodulador da terapia /laser. No
entanto, os fatores anteriormente citados n&o ocorrem nos periodos mais avangados
da cicatrizagao 6ssea (WEBER et al., 2006). O presente estudo confirmou, através
da analise morfométrica, uma maior formacdo de trabeculado ésseo durante os
primeiros 15 dias do experimento nos grupos submetidos a radiagéo /aser. Este
fendmeno explicita o motivo pelo qual a frequéncia da aplicacdo da laserterapia, a
cada 48 horas, é efetiva, quando aplicada durante a fase celular proliferativa,
confirmando os estudos de Karu (1989), Pinheiro e Gerbi (2006) e Weber et al.
(2006).

E sabido que os efeitos estimulantes da laserterapia sobre o tecido ésseo

ocorrem durante a fase inicial da proliferagcao dos fibroblastos e dos osteoblastos,
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como também, nas fases iniciais da diferenciacdo das células mesenquimais. A
proliferacéo fibroblastica, com o aumento da sua atividade, tem sido demonstrada
previamente em estudos in vivo e in vitro, submetidos a radiagcdo com o /aser de
baixa poténcia. Acredita-se que o /aser € o responsavel pelo aumento da
concentragao das fibras colagenas observado no tecido 6sseo submetido a radiagéao
(DORTBUDAK; HASS; MAILATH-POKORNY, 2000; FREITAS; BARANAUSKAS;
CRUZ-HOFLING, 2000; ALMEIDA-LOPES et al., 2001; PINHEIRO et al., 2003; DO
NASCIMENTO, 2004; PINHEIRO; GERBI, 2006).

Nesta pesquisa, a biomodulacdo do /aser sobre o reparo 6sseo em fémures
de ratos submetidos a LLLT, foi evidenciada, sobretudo pela estimulagdo na
producdo de fibras colagenas nos grupos radiados e do consequente avango na
maturagdo da matriz 6ssea organica destes animais. Analisando-se a distribuicao
das fibras colagenas nos grupos, controle e experimental, foi evidenciado que dentro
dos niveis (ausente, moderado, alto, intenso) estudados, o grupo controle
apresentou uma distribuicdo em todos os niveis, enquanto que, o grupo laser
denotou auséncia de padrdes intensos de distribuicdo das fibras colagenas. Ao
comparar o grau de distribuicdo das fibras colagenas segundo cada periodo de
observacéo e entre os grupos estudados, observou-se que as fibras colagenas do
grupo laser passaram a adquirir niveis de distribuicdo variando de ausente a
moderado, com tendéncia a um menor nivel de distribuicdo a partir dos 15 dias de
observagao, enquanto que, no grupo controle prevaleceram niveis de distribuicao
variando de ausente a intenso. A auséncia de padrdes intensos de fibras colagenas
e o predominio pela auséncia destas revelaram a presenga de uma matriz organica
O0ssea em fase de maturagdo avangada no grupo /aser e, consequentemente,
padrdes de osteogénese em estagios mais avancados. Pode-se também sugerir que
a LLLT promoveu um auxilio cicatricial e reparacional no periésteo radiado,
modulando-o0 para uma maior producdo de fibras colagenas e aceleragdo do

processo de maturagdo da matriz 6ssea organica.

Burkitt, Young e Health (1997) descreveram que, apds a fase de maturagéao
da matriz organica 6ssea, ocorrida apos alguns dias do inicio do reparo ésseo, 0s
cristais amorfos de fosfato de calcio iniciam a colonizacdo e a precipitacdo das

lacunas anteriormente ocupadas pelas fibras colagenas. Este fendmeno também
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justifica a maior fase de maturagao da matriz organica 6ssea, com auséncia de fibras

colagenas, observada no grupo /aser.

Embora as aplicagdes com laser nos estagios iniciais sejam mais efetivas na
regeneragao 6ssea, Saito e Shimizu (1997) ressaltaram que o tratamento com /aser
nos periodos posteriores pode ter um importante papel na manuteng¢ao da atividade
da regeneracgao 6ssea. Considerando-se este argumento, o protocolo de radiagéo do
presente estudo, além da radiagdo no transoperatdrio, no grupo experimental, incluiu
a radiagao no pos-operatoério, a cada 48h, por um periodo que se estendeu até o dia
anterior a morte prevista de cada subgrupo dos animais, de forma padronizada para

todos os subgrupos experimentais (A=830 nm, 50 mW, 6 J/cm?).

Acredita-se que a radiacdo LLLT é mais efetiva em areas pobremente
vascularizadas (BASFORD, 1995), submetidas a trauma e em tecidos com
deficiéncia nutricional (KARU, 1989), e que, multiplos tratamentos, com intervalos
diarios, sdo necessarios para a maxima efetividade. Kolavora et al. (1999) afirmaram
que tecidos granulares denotam significativas e diferentes propriedades Opticas
teciduais, sendo estas, as responsaveis pela maior penetragao tecidual da luz /aser,
aproximadamente duas vezes, quando comparada a penetracdo em tecidos normais

e de mesma espessura tecidual.

A literatura tem reportado que os efeitos biomoduladores do /laser sdo doses
dependentes (BASFORD, 1995; SAITO; SHIMIZU, 1997; PINHEIRO, 1997;
FREITAS; BARANAUSKAS; CRUZ-HOFLING, 2000; KAWASAKI; SHIMIZU, 2000;
PINHEIRO et al.,, 2003; KHADRA et al.,, 2005; PINHEIRO; GERBI, 2006).
Adicionalmente, o presente estudo, acrescenta que a frequéncia estipulada e o
numero de sessdes direcionadas podem influenciar nos resultados finais a serem
obtidos com a LLLT, concordando com os achados de Gerbi et al. (2005) e Pinheiro;
Gerbi (2006).

Na presente pesquisa foi utilizado como modelo animal, ratos Wistar machos
e adultos jovens para evitar interferéncias de fatores hormonais e assegurar uma
melhor absorgéo da luz /aser pelas condigbes metabdlicas e fisiolégicas acentuadas

em roedores jovens.
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Os ratos vém sendo utilizados como modelo experimental por numerosos
pesquisadores para avaliar a cicatrizagdo 6ssea. Assim, a resposta cicatricial sob
uma variedade de condigbes tem sido bem documentada. Os ossos longos dos ratos
apresentam uma camada de osso cortical densamente mineralizada e bem formada,
nao sofrem remodelacdo interna e, consequentemente, adaptam-se ao estudo da
cinética Ossea. Estudos prévios tém relatado um ciclo de remodelagcdo éssea
alveolar de seis dias, para ratos, comparados aos 60 a 120 dias para adultos
humanos. Além disso, a neoformacao dssea em ratos tem sido observada apds seis
dias do tratamento cirurgico (FRIESEN et al., 1999).

A escolha dos grupos, experimental e controle, com animais distintos para
cada grupo e devidamente enquadrados nos subgrupos pertencentes, baseou-se na
consideragao de que a aplicacdo do /aser em uma area bem definida pode ter tanto

efeito local, quanto sistémico.

A ocorréncia de efeitos sistémicos da terapia com laser de baixa poténcia tem
sido relatada (ROCKHIND et al., 1989). Provaveis efeitos sistémicos podem explicar
a auséncia de efeitos biomoduladores do laser em trabalhos experimentais, nas
quais feridas radiadas e ndo radiadas foram estudadas no mesmo animal, com
feridas contralaterais sendo usadas como controle para verificacdo dos efeitos do
laser em feridas radiadas no mesmo animal. No entanto, em outros trabalhos onde
os efeitos sistémicos da LLLT foram bem monitorados, por meio de feridas controles
em animais nao radiados, houve a nédo constatacdo de efeitos biomoduladores do
laser (DAVID et al, 1996; GORDJESTANI; DERMAUT; THIERENS, 1994; IN DE
BRAEKT et al, 1991).

A remodelagédo 6ssea € um processo fisiologico dinamico mais lento no osso
do que nos tecidos moles. Seu curso natural compreende consecutivas fases, as
quais diferem de acordo com o tipo e a intensidade do trauma, bem como da
extensao do dano ao osso. Apos o trauma, o osso é imediatamente preenchido por
uma sequéncia de processos reparativos, nos quais células osteogénicas periosteais
iniciam a proliferagao e a diferenciagdo em células osteoblasticas (PINHEIRO et al.,
2001; PINHEIRO; GERBI, 2006).
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A angiogénese é um dos fatores responsaveis para o reparo 6sseo. A
producao de fatores de crescimento e outros mediadores angiogénicos influenciam
na diferenciacdo dos osteoblastos. A hipdxia provocada pela injuria tecidual conduz
a regulagdo na produgao de fatores de angiogénicos e seus receptores procuram
restaurar o suprimento sanglineo na loja cirurgica. Os vasos sanguineos sao
importantes para a formagdo e a manutencdo do tecido dsseo. E observado que os
lasers sao mediadores responsaveis pelo estimulo e aumento dos niveis dos fatores
de crescimento fibroblasticos e osteoblasticos, encontrados na cicatrizacdo do tecido
0sseo. Estes fatores de crescimento agem diretamente na proliferagao, agrupamento
e diferenciagdo das células, localizadas em todas as superficies Osseas,
aumentando os niveis de proliferacdo e estimulando a maturacdo e a secre¢ao da
matriz 6ssea (KATCHBURIAN; ARANA, 1999; PINHEIRO; GERBI, 2006). O
presente estudo sugere que a aceleragdo do reparo 6sseo pode ser resultado da
LLLT na sintese da matriz 6ssea através de um incremento na vascularizagao e o

desencadeamento precoce de uma resposta antiinflamataoria.

Comparando-se a metodologia e os resultados desse estudo com algumas
pesquisas apresentadas na literatura, observam-se relatos que carecem de
sistematizagdo reproduzivel da metodologia empregada, visto que os resultados,
descritivos quantitativos, s&o parciais a medida que se definem critérios subjetivos
de avaliagdo. Takeda (1988) utilizou os critérios histopatoldgicos da cicatrizagao
graduados como ausente, desprezivel, moderado e proeminente; enquanto que,
Bisht el al (1994) estabeleceram os critérios em ausentes, incompletos e completos
e Blaya (2005) relatou-os como ausente, moderado, alto e intenso. Preconizou-se,
nesta pesquisa, a utilizacdo dos critérios estabelecidos por Blaya (2005) para a

analise descritiva quantitativa.

Pelo carater da subjetividade apresentado pela analise descritiva quantitativa,
decidiu-se associar um critério objetivo de avaliagdo, através da mensuragéo
quantitativa das areas das trabéculas 6sseas neoformadas, através da delimitacéo
da area deste trabeculado, concordando com os estudos de Silva Junior (2000),
Merli et al. (2005) e Silva e Camilli (2006).
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Os resultados obtidos pela analise descritiva quantitativa demonstraram que a
neoformacado 6ssea foi maior, porém sem associacdo estatistica significante, no
grupo experimental quando comparada ao grupo controle, estando assim, de acordo
com os estudos de Saito e Shimizu (1997), Freitas; Baranauskas e Cruz-Hofling
(2000), Kawasaki e Shimizu (2000), Pinheiro et al. (2003), Blaya (2005), Gerbi et al.
(2005), Merli et al. (2005), Silva e Camilli (2006) e Weber et al. (2006).

Analisando-se o grau de neoformagdo d&ssea nos grupos, controle e
experimental, dessa pesquisa, foi constatada que dentro dos niveis (ausente,
moderado, alto, intenso) estudados, o grupo controle apresentou niveis de formagao
Ossea variando de moderado a alto, enquanto que, o grupo experimental evidenciou
niveis altos e intensos de distribuicdo. Ao comparar o grau de neoformagéo Ossea
segundo cada periodo de observacéao e entre os grupos estudados, observou-se que
apenas 0 grupo laser apresentou padrdes intensos de neoformacado dssea, com
consequente, estimulo a osteogénese e biomodulagédo 6ssea positiva em relagao ao
grupo controle. Observou-se que o padrao de intensificagdo da neoformagéo éssea
no grupo /aser iniciou-se a partir dos primeiros sete dias, podendo sugerir o estimulo
da LLLT sobre o periosteo radiado e, consequente estimulo a reparacdo éssea nos
periodos iniciais do experimento, e prolongamento da neoformagdo Ossea, porém
com menor incidéncia, até os 21 dias do experimento, evidenciando desta forma, a
acao do /aser infravermelho no processo terapéutico de diferenciagao celular em
estagios iniciais. Estes resultados corroboram com os obtidos no estudo de Blaya
(2005), o qual encontrou auséncia de padrdes intensos de neoformacéo 6ssea no
grupo controle e padrdoes altos e intensos de neoformagdo Gssea nos grupos
submetidos a LLLT.

Do ponto de vista quantitativo, os resultados obtidos neste experimento
demonstraram diferengas entre os grupos, experimental e controle, com maiores
areas de trabeculados 6sseos nos grupos submetidos a radiagédo LLLT, contudo,
sem associagao estatistica significativa, o que evidenciou a agao positiva do laser de
baixa intensidade no processo de reparo 0sseo. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos de Saito e Shimizu (1997), Kawasaki e Shimizu (2000), Silva Junior

(2000), Merli et al. (2005) e Silva e Camilli (2006), os quais também encontraram
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aumento da neoformacado 6ssea frente a radiacdo com LLLT, utilizando software

para analise das imagens e posterior estudo morfométrico.

Ao analisar quantitativamente as médias de trabeculado 6sseo neoformado,
segundo os periodos de observagao, evidenciou-se que o modelo de estudo animal
adotado apresentou maiores indices de formacado 6ssea durante os primeiros 15
dias do experimento, com valores de neoformagdo 6ssea homogéneos quando
comparados aos 07 e 15 dias do experimento e declinio nos niveis da osteogénese
no periodo de transicdo dos 15 aos 21 dias. Garavello-Freitas et al. (2003), Pinheiro
et al. (2003), Gerbi et al. (2005); Merli et al. (2005) e Silva e Camilli (2006)
especificam que os primeiros 14 dias de pds-operatorio coincidem com o inicio do
declinio da atividade da fosfatase alcalina, a qual se revela como um marco
importante na atividade de proliferacido, diferenciacdo e maturagcao osteoblastica e
com o nivel mais superior de atividade da fosfatase acida, a qual € um marco
importante para a atividade osteoclastica, iniciando assim, os processos de
reabsorcdo Ossea. Assim, a presente pesquisa explicitou que a LLLT exerceu
biomodulagdo 6ssea positiva com estimulagdo das células osteogénicas da regiao
do defeito dsseo durante os primeiros 15 dias, tendo por consequéncia direta a
proliferacdo, a diferenciacdo e a maturagao celular osteoblastica. Ao analisar o
periodo de 21 dias de experimento, observaram-se menores niveis de neoformacao
6ssea quando comparados aos 07 e 15 dias do experimento, tendo, portanto, o
grupo /laser evidenciado maiores areas de trabeculado 6sseo quando comparado ao
grupo controle. Esse declinio na neoformagdo 6ssea corrobora com os estudos de
Pinheiro e Gerbi (2006); Silva e Camilli (2006) e Weber et al. (2006) quando afirmam
que a LLLT n&o tem efeito em periodos tardios, posto que as células osteogénicas
encontram-se em estagios avancados de diferenciagcdao e a matriz 6ssea organica
torna-se o principal componente do tecido em cicatrizagdo. Salienta-se que, apesar
das células osteogénicas encontrarem-se em estagios de diferenciagdo avangados,
algumas destas células ainda foram capazes de absorverem a energia laser, porém
em menor intensidade, fato este evidenciado pela maior area de trabéculas 6sseas

observadas no grupo /aser no periodo 21 dias de observacgéo.

Estudando o padrao de distribuicdo da neoformacao Ossea, pela analise

descritiva quantitativa, segundo os grupos, periodos de observagdo e as
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localizagbes de peridsteo, enddsteo, medula e as respectivas zonas de transicéao
periosteo-medular e enddésteo-medular, pdde-se observar que existiram diferencas,
porém nao estatisticamente significativas, exceto na zona de transicdo periosteo-

medular, nos grupos controle e experimental.

Ao comparar, quantitativamente, a neoformagao éssea segundo cada grupo
estudado e as regides de periosteo, medula e enddsteo, a presente investigagcéo
observou que dentre os grupos submetidos a LLLT houve uma predominancia da
osteogénese na regiao de peridésteo, com maiores areas de trabeculado ésseo. As
regides de enddsteo e medula apresentaram menores areas de trabeculado 6sseo

nos grupos submetidos a LLLT.

A literatura revela, através do estudo dindmico da osteogénese, que a
superficie externa dos ossos compactos € revestida por uma camada de tecido
fibroso condensado e altamente vascularizada, denominado por periésteo, o qual
contém numerosas células osteoprogenitoras. Durante o crescimento ou o reparo
0sseo, as células osteoprogenitoras diferenciam-se em osteoblastos, os quais séo
responsaveis pela deposicdo e pela maturacdo de lamelas concéntricas de 0sso
cortical através do crescimento aposicional da matriz 6ssea organica. E considerado
como o agente principal no reparo das fraturas o6sseas (BURKITT; YOUNG;
HEALTH, 1997).

Acredita-se, com a presente pesquisa, que os resultados de biomodulagao
positiva observados na regido de peridosteo nos grupos submetidos a LLLT devam
ser uma consequéncia direta do mecanismo de interacédo da radiagao /aser sobre o
processo de reparo 6sseo em fémures de ratos, corroborando, desta forma, com os
estudos de Freitas, Baranauskas e Cruz-Holfling (2000) e Garavello-Freitas et al.
(2003). Estima-se haver uma ativagdo dos osteoblastos para a produgdo da matriz
Ossea organica e, posteriormente, quando encontrada em estagios avangados de
maturagao, uma inibicdo do mecanismo fotobioldgico, com subseqtiente diminuigao
da atividade osteoblastica e producdo da matriz 6ssea. Assim, pode-se afirmar que a
LLLT, no protocolo estabelecido, péde ser um biomodulador positivo nas regides de

peridsteo submetidas a radiagao.
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Ao serem observadas as areas de trabeculado 6sseo e os periodos de
observagao segundo a regiao de periosteo, evidenciaram-se médias de trabeculado
0sseo0 maiores e estatisticamente significativas no grupo experimental, e em
progressao proporcional ao periodo de observagdo. Este fato é justificado pelo
processo dindmico de remodelamento oO0sseo, com a neoformacdo e
restabelecimento completo da cortical 6ssea alterada durante a confecgao do defeito
0sseo. Pode-se afirmar que, o aumento das trabéculas 6sseas observado até os 21
dias do experimento corrobora com a literatura, conforme os estudos de Garavello-
Freitas et al. (2003), Pinheiro et al. (2003); Gerbi et al. (2005); Merli et al. (2005) e
Silva e Camilli (2006).

A LLLT atuou de forma estatisticamente significante sobre a regido de
peridsteo radiada, proporcionando um maior estimulo ao seu restabelecimento e,
desta forma, promovendo maior estimulo a reparagcdo 6ssea. Esse estimulo ao
periosteo promovido pelo laser € fundamental para a pratica da cirurgia e
traumatologia bucomaxilofacial, posto ser esse o agente principal para o reparo
0sseo, oferecendo nutricdo e condigdes para a deposicdo e maturacdo de 0sso

cortical.

Estudando quantitativamente a osteogénese na regido medular, pbéde-se
revelar uma diminuigdo progressiva nas areas de trabeculado ésseo neoformado
com o decorrer dos periodos de observagdo e em ambos os grupos do presente
estudo. Conforme afirmado por Weiner e Traub (1992), durante a cicatrizagéo
normal do tecido 6sseo observa-se a auséncia de remodelacao interna nos 0ssos
longos dos ratos, estando a neoformacgdo dssea situada apenas na superficie
periosteal, enquanto que, na cavidade medular ha a remocgao de trabéculas dsseas.
Ressalta-se que ambos os grupos da presente investigagdo, seguiram o curso
natural da cicatrizacdo 6ssea, com tendéncia a remogao completa das trabéculas
O0sseas na regido medular, estando estes resultados de acordo com os estudos de
Weiner e Traub (1992).

Os grupos submetidos a LLLT ndo apresentaram o mecanismo de interagao
da radiacdo laser sobre o processo de reparo 6sseo na regiao medular, com

sugestiva auséncia de penetragdo da luz /aser nesta regido e, posterior
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biomodulacdo O&ssea positiva. Este fato pode ser considerado um fator de
fundamental importancia para a fisiologia tecidual, uma vez que a formacado de
tecido 6sseo na regidao medular inviabiliza a formagao das células hematopoiéticas,
as quais ocorrem na medula 6ssea e nos periodos iniciais de maturacao das células

sanguineas.

Avaliando quantitativamente a osteogénese na regido do enddsteo pode-se
observar a presenca de menores areas de trabeculado ésseo neoformado nos
grupos submetidos a LLLT quando comparadas as do grupo controle. Burkitt, Young
e Heath (1997) afirmam que o enddsteo contém células osteogénicas, as quais séo
responsaveis pelo crescimento, remodelagdo Ossea fisioldgica e reparo 6sseo em
casos de fraturas. Esta investigagdo explicitou que, apesar de haverem células
osteogénicas, com ampla capacidade proliferativa, a radiagdo /aser nao foi
suficientemente eficaz em promover a estimulagdo com proliferagao, diferenciagao e
maturagcdo dos osteoblastos situados nesta regido e, portanto, revelou possivel
auséncia de penetracdo da luz /aser e consequente biomodulacido Ossea positiva

nos grupos submetidos a LLLT.

Weiner e Traub (1992) suscitaram que durante o processo fisiologico de
osteogénese em ratos observa-se a formacdo de trabéculas désseas em intima
associagao com as fibras colagenas. Ao analisar o padrao de distribuicao das fibras
colagenas, segundo as localizagbes medular e endosteal, através da analise
descritiva quantitativa, evidenciou-se a auséncia destas fibras na regido do endosteo
em ambos os grupos. A regidao medular apresentou ampla incidéncia de fibras
colagenas em progressao de acordo com os periodos de observagido no grupo
controle, uma vez que, no grupo /aser observou-se padrdes opostos de incidéncia
das fibras colagenas, com diminuicdo progressiva de acordo com o prolongamento
dos periodos de observagao. A associagao das fibras colagenas com a neoformagéo
O0ssea analisada segundo as regides de enddsteo e medula justificaram os valores
quantitativos de trabeculado 6sseo expressados nestas regides, concordando com o
estudo de Weiner e Traub (1992) quanto a associagao das fibras colagenas no

processo de osteogénese.
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O sentido preponderante da cicatrizacdo 6ssea induzido pela confec¢cao do
defeito 6sseo também foi estudado na presente investigagdo através da analise
descritiva quantitativa. Ambos o0s grupos apresentaram distintos padrées na
cicatrizagdo Ossea, tendo o grupo /laser evidenciado o sentido periésteo-medular
primordial na formacédo das trabéculas Osseas, enquanto que, o grupo controle
apresentou, predominantemente, o sentido enddsteo-medular. Quando observado o
sentido da neoformacdo Ossea segundo os periodos de observagdo pode-se
evidenciar que em todo o grupo submetido a LLLT o sentido peridsteo-medular foi
mantido, exceto nos primeiros 07 dias do experimento; enquanto que, no grupo
controle, aos 21 dias do experimento, observou-se o sentido peridosteo-medular

predominante na neoformagao ossea.

Pode-se justificar o predominio da neoformagédo 6ssea no sentido periésteo-
medular nos grupos submetidos a LLLT através da interagao positiva, com
penetracdo e estimulagédo tecidual adequada da luz /aser na regidao de peridsteo.
Como consequéncia desta interacdo positiva, ressaltou-se a biomodulagdo 6ssea,
com ativacao, proliferagcdo e diferenciacdo das células osteoblasticas situadas no
periosteo e subseqliente formacdo de maiores trabéculas ésseas no sentido
periosteo-medular. Outro fator a ser considerado, foi a mudangca do sentido da
osteogénese ressaltada no grupo controle aos 21 dias do experimento, adquirindo o
sentido periésteo-medular como preponderante. Sabe-se que, pelo processo
reparacional normal, a remodelacdo Ossea tendera a reparar o defeito Osseo
confeccionado, com a consequente corticalizacio total da diafise do fémur do rato.
Este fato justifica a predominéancia pelo sentido periésteo-medular observada aos 21

dias do experimento.

O estudo do fechamento cortical, considerado parametro dinamico da analise
histologica, foi descrito por Saito e Shimizu (1997), no qual observaram maior
aposicdo mineral em animais radiados com /aser GaAlAs em comparacdo aos
grupos controle, durante a disjuncao palatina. Esse tipo de fechamento da cortical
também foi avaliado no estudo de Blaya (2005), o qual avaliou o fechamento da
cortical nos grupos controle e experimental, expostos a radiacdo com laser
infravermelho e vermelho. Na presente pesquisa, utilizando o /aser infravermelho, o

enfoque esteve sobre a analise do tecido ésseo, pois tal técnica permitiu uma
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analise quantitativa dos parametros de formacado, reabsor¢cdo e estruturais,
favorecendo a compreensao do processo de remodelacdo Ossea normal e a
modulada pela laserterapia. A padronizagao da lesdo (profundidade, largura e local
de perfuragdo) e da leitura histologica, permitiu que se avaliasse o processo de
remodelacdo Ossea entre a diafise e a regido da lesdo. Os grupos submetidos a
radiacdo LLLT apresentaram uma maior disposicao de fechamento da cortical 6ssea
quando comparada ao controle. Além de apresentarem graus de disposicédo de
fechamento de cortical maiores, mostraram maiores incidéncias no fechamento total
da cortical 6ssea, porém em menores espessuras que as diafises adjacentes ao

defeito 6sseo.

Quando observado o grau de fechamento da cortical éssea, segundo os
periodos de observagao, péde-se evidenciar que em todo o grupo submetido a LLLT
houve maior tendéncia ao fechamento completo da cortical 6ssea, porém em
espessura menor que a observada nas diafises adjacentes ao defeito 0Osseo.
Evidenciou-se o inicio da corticalizacdo total a partir dos 15 dias de observacao,
enquanto que, no grupo controle a corticalizagdo total sé foi observada em um
animal e no periodo de observacdo correspondente aos 21 dias. Estes fatores
justificam que o grupo submetido a LLLT apresentou, segundo analise descritiva
quantitativa, niveis de remodelacdo 60ssea mais avancados, corroborando, desta
forma, com os estudos de Blaya (2005) e Gerbi et al. (2005).

A presencga de infiltrado inflamatério neutrofilico também constituiu-se em
parametro de avaliagdo decritiva quantitativa. O grupo controle exprimiu niveis
moderados e em maior incidéncia de infiltrado inflamatério neutrofilico quando
comparado ao grupo laser. Segundo os periodos de observagao, ambos os grupos
evidenciaram uma tendéncia a auséncia de infiltrado inflamatério a partir dos 15 dias
do experimento. Sabe-se que, 0 uso de técnicas terapéuticas pds-operatérias visam
minimizar os sintomas inflamatdrios produzidos por técnicas ou injurias traumaticas
aos tecidos, além de propiciar maior conforto ao paciente, contudo, sem supressao
total da inflamacéao, a qual é considerada de extrema importancia para a cicatrizagao
das feridas. Assim, o grupo submetido a LLLT evidenciou atenuagdo no quadro de
modulagao do infiltrado inflamatdrio neutrofilico, através de uma producéo precoce

de resposta antiinflamatéria e resolugao da inflamagao mais rapidamente do que no
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grupo controle, como relatado previamente nos estudos de Franks (1999); Kucerova
et al. (2000); Freitas et al. (2001); Do Nascimento (2004) e Gerbi et al. (2005).

Frente ao ineditismo desta pesquisa através do delineamento completo da
fotoengenharia do processo de reparo ésseo através das analises descritiva
quantitativa e morfométrica, em grupos distintos de roedores, tidos como modelo de
estudo experimental, pode-se alicergar que o grupo radiado com o laser GaAlAs, no
protocolo estabelecido, apresentou melhores resultados na biomodulagdo 6ssea e

sem associagao estatistica significativa.

O uso potencial dos lasers na biomodulagédo do reparo 6sseo através de suas
propriedades fotoquimicas e fotobiolégicas tem sido estudado por varios
pesquisadores em todo o mundo, contudo, a literatura evidencia que o mecanismo
regulador do reparo 6sseo sob a influéncia da LLLT ainda permanece incerto.
Detalhados e especificos estudos de imunohistoquimica e espectrorradiometria
deveréao solidificar os resultados obtidos no presente estudo, objetivando assim, o
aprofundamento e a solidificacdo dos efeitos biomoduladores positivos da

laserterapia no tecido 6sseo.



Conclusoes
—



131

7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada e com os parametros de radiagao
utilizados, além dos resultados descritivos quantitativos e morfométricos obtidos

nesta pesquisa, pode-se concluir que:

a) a terapia laser de baixa poténcia pode ser utilizada como coadjuvante no

processo de reparo do tecido 6sseo;

b) o uso da LLLT resulta em um efeito biomodulador positivo sobre o reparo
0sseo, com maiores médias de trabeculas ésseas e sem associagao estatistica
significativa. Ao ser analisada de forma descritiva quantitativa, evidenciam-se
estagios de maior maturagdo da matriz 6ssea organica nos grupos submetidos a

LLLT e, consequentemente, estagios mais avangados de osteogénese;

c) a LLLT atua de forma significativa sobre a regido de peridsteo radiada,
proporcionando um maior estimulo ao seu restabelecimento; maior fechamento da
cortical dos defeitos 6sseos € em um padrao de cicatrizagao 6ssea preponderante

no sentido periésteo-medular;

d) a LLLT é eficaz na produgdo de estimulos biomoduladores positivos na
regiao de peridsteo, com maiores graus de osteogénese. Ao passo que, nas regides
de medula éssea e endodsteo a LLLT n&o é suficientemente eficaz na biomodulagao

0ssea positiva, segundo mapeamento morfométrico.
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APENDICE A - Calculo da Dosimetria Utilizada

Para o calculo da dosimetria aplicou-se a formula padréo:

DE=P (W) X t(s)
A

(cm’)

onde, (DE) é a densidade de energia a ser calculada ou dosimetria, (P) é a poténcia,

(t) € o tempo de aplicagao e (A) representa a area a ser utilizada.

A dosimetria do estudo seguiu as recomendacgdes para a biomodulagéo 6ssea
do fabricante do aparelho de 120 J/cm? por sess&o. No entanto, uma vez que a area
da fibra 6ptica corresponde a aproximadamente 20 vezes menos que a area de 1
cm? (ALMEIDA-LOPES; MASSINI, 2002), tém-se que:

ENERGIA NOMINAL = ENERGIA REAL (ER)
AREA NOMINAL AREA REAL (AR)

Assim, a dosimetria efetivamente aplicada por animal em cada sesséo foi de:

120J = ER
1 cm? 1:20 ER =6 J/cm?

Resultando em um total diario de energia aplicada de 6 J/cm?. Desta forma, a
energia total aplicada ao final do experimento foi de 24 J/cm?, 48 Jicm? e 66 J/cm?,
nos respectivos grupos experimentais com 07, 15 e 21 dias de observagao,

respectivamente.
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APENDICE B - Ficha de avaliagao microscépica descritiva quantitativa

Lamina n°:

FOTOENGENHARIA DO PROCESSO DE REPARO OSSEO INDUZIDO PELA
LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA (GaAlAs): ESTUDO EM FEMURES DE
RATOS

1. Distribuigdo das Fibras Colagenas:

( )Ausente ( )Moderada ( )Alta () Intensa

2. Localizagao das Fibras Colagenas: Sentido

( )Periésteo ( )Endosteo ( )Medular ( )P-M ( )E-M

3. Grau de Neoformacdo Ossea:

( )Ausente ( )Moderada ( )Alta () Intensa

4. Neoformacdo Ossea — Sentido

( )Periésteo ( )Endosteo ( )Medular ( )P-M ( )E-M

5. Fechamento da Cortical Ossea:

( )Ausente ( )Parcial ( )Total (<Esp diafise) ( ) Total (=Esp. diafise)

Infiltrado Inflamatdrio — Neutroéfilos
)Ausente ( )Moderada ( )Alta ( )Intensa

/'\'m
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ANEXO A - Protocolo da Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade de

Odontologia da PUCRS.

u” Comissdo Cientifica e de Etica
&  Faculdade da Odontologia da PUCRS
:

Porto Alegre 11 de  julho de 2005

O Projeto de: Dissertacéo

Protocolado sob n®: 0054/05

Intitulado: Avaliagdo histolégica da osteogénese apods a
laserterapia (GAALAS) de defeitos 6sseos em ratos da
linhagem wistar

do(a) aluno(a): Karis Barbosa Guimarées

Programa de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
do curso de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
Nivel: Mestrado

Orientado pelo(a):  Prof. Dr. Jodo Batista Blessmann Weber

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 08 de julho de 2005.

Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira
Presidente da Comis: Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-pg(@pucrs.br
90619-900
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ANEXO B- Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS.

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO G

49259 PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL ( )
@ ¢ w
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

Oficio n°® 015/2006-CEP Porto Alegre, 03 janeiro de 20086.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e
aprox)ou seu protocolo de pesquisa intitulado: ‘“Avaliagdo histoldgica da
osteogénese apos a laserterapia (GaAlAs) de defeitos Gsseas em ratos da

linguagem Wistar”.

Sua investigagéo esta autorizada a partir da presente

data.
Atenciosamente,
i
Prof. Dr. Caio Coelho Marques
COORDENADOR EM EXERCICIO
lImo(a) Sr(a)

Mest Karis Barbosa Guimaraes
N/Universidade
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ANEXO C - Normas para pratica didatico-cientifica da vivissecgcao de

animais?

Art. 1° Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissecgao de animais, nos
termos da lei.
Art. 2° Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstragdes com animais
vivos deverdao ser registrados em 6rgao competente e por ele autorizados a
funcionar.
Art. 3° A vivisseccao nao sera permitida:
| — sem 0 emprego da anestesia;
Il — em centros de pesquisa e estudos nao registrados em 6rgao competente;
lll — sem supervisao de técnico especializado;
IV - com animais que nao tenham permanecido mais de 15 dias em biotério
legalmente autorizados;
V — em estabelecimento de ensino de 1° e 2° graus e em quaisquer locais
freqlentados por menores de idade.
Art. 4° O animal s6 podera ser submetido as intervengdes recomendadas nos
protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou 0s programas de
aprendizagem cirurgica, quando, durante ou apds a vivissecgao, receber cuidados
especiais.
Paragrafo 1 — Quando houver indicagéo, o animal podera ser sacrificado sob

estrita obediéncia as prescri¢cdes cientificas.

22 BRASIL. Lei 6638 de 08 de maio de 1979, que estabelece normas para a pratica didatico-cientifica
da vivissecgao de animais e determina outras providéncias.
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Paragrafo 2 — caso nado sejam sacrificados, os animais utilizados em
experiéncias ou demonstracées somente poderao sair do biotério 30 (trinta) dias
apos a intervencgao, desde que destinados a pessoas ou entidades idéneas que por

eles queiram responsabilizar-se.

Art. 5° Os infratores da lei estarao sujeitos:
| — as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto-lei 3.688 de
03/10/1941, no caso de ser a primeira infracao;
Il — a interdicdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de
pesquisas, no caso de reincidéncia.

Art. 6° O poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentara a
presente Lei, especificando:
I — o 6rgéo competente para o registro e a expedicdo de autorizagdo dos
biotérios e centros de experiéncias e demonstragdes com animais vivos;
Il — as condi¢cbes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos
biotérios;
lll - 6rgdo e autoridades competentes para fiscalizagdo dos biotérios em
centros mencionados no inciso |.

Art. 7° Esta Lei entra em vigor na data da sua publicagao.

Art. 8° Revogam-se as disposi¢oes em contrario.
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ANEXO D - Declaragao de permissao de utilizagdgo da FEPPS para o
experimento.

o Centro de Desenvolvimento m
Q J,:, EP_PS, Cientifico e Tecnolégico — CDCT vy

B
Findayaa ERGuAl ¢ Proc
2

IR coordenagdo de Produgdo e Experimentag@o Animal oo do fio Gronde do s

AUTORIZAGAO

A COORDENACAO DE PRODUGAO E EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CPEA), da Fundag&o Estadual de Produc&o e Pesquisa em Saude, informa
que a pesquisadora Karis Barbosa Guimaraes solicitou nosso apoio parg a
realizagdo de sua pesquisa intitulada Avaliagdo Histolégica da
Osteogénese apds a Laserterapia (GaAlAs) de defeitos 6ssea em ratos
que, uma vez aprovada pelo Comité de Etica de sua instituigdo, podera ser

desenvolvida em nossas instalagdes.

Porto Alegre, 29 de abril de 2005.

Luisa Maria Gomes de Macedo Braga
Chefe da CPEA
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ANEXO E - Laudo da intensidade do aparelho Thera Lase® realizado pelo
departamento de fisica da PUCRS

o LABORATORIO DE IRRADIACAQ E RADIOMETRIA 113
GRUPO DE FISICA DAS RADIACOES - GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FISICA - PUCRS

" Data 13/09/05
MEDIDA DE IRRADIANCIA ESPECTRAL E IRRADIANCIA

1. REQUERENTE

Razido Social/Nome: Faculdade de Odontologia da PUCRS — Marilia Gerhardt de Oliveira
Enderego: Av. Ipiranga, 6681 — Prédio 6

Cep: 90619-900

Cidade: Porto Alegre — RS

Telefone: 3320-3538

2. DESCRICAO DOS ITENS ENSAIADOS !l
A tabela 2.1 identifica as duas fontes lasers ensaiadas do seguinte equipametito:

- Marca: DMC.

- Modelo: Thera Laser.

- Tensdo: 127 V.

- Numero de série: TLSR0391.

2.1 Tabela de Identificacio:

Codigo : - E Tipe Poténcia Obs.
0006IEIL/05 — 01 Fonte LaserVis L 35mW —as
00061E1/05 — 02, _/ Fonte L‘a$_er IR “100 mW -

[1] Informacoes fomecidas pelo requerente.

3. INSTRUMENTO DEMEDIDA

- Espectrorradiometre: Detecgio espectraléntre 250-1100 nm em intervalos de 1 nm, com largura
de banda nio excedendoa. 25nm.
- Certificado de Calibragio n” 506074717 de 07/06/05.

4. METODO DE MEDIDA

Método realizado de acordo com o Procedimento Técnico Interno de Medida de Irradiancia
Fispectral Difusa.

- Distdncia fonte - detector: (2,5 £0,1) cm.
- Intervalos de medida: 400 - 800 nm e 750 - 1100 nm.

2000
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104 Fone: (51) 3320-3681
CEP %0619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616
Home-page: www.pucrs.brigfr  E-mail: gfi@pucrs.br CNPJ 886304130002-81




LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 213
GRUPO DE FISICA DAS RADIACOES - GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FISICA - PUCRS

Continuagio Data 13/09/05
5. RESULTADO DAS MEDIDAS

Tabela com Valores da Irradidncia Difusa ¢ Espectros das fontes identificadas pelo cadigo da
Tabela 2.1.

5.1 Tabela de Irradidncia Difusa e Comprimento de Onda:

: Comprimento Irradidncia

ol de Onda Difusa
0006IET/05 — 01 683 nm 2,87 Wm?*
00061E1/05 — 02 829nm " 1322.Wm’

5.2 Anexo I Espectros da Irradidncia Espectral Difuga x Comprimento dé

. Onda, para as fontes de
radiagio identificada pelo cédigo da Tabela 2.1. J

[2] Observacdes:

Porto Alegre, 13 de setembro de 2005.

—

Dra. M. R. Rizzatti
Coordenadora do GFR-PUCRS

Av. Ipiranga, 6631 - Prédio 96A / 104 Fone: (51) 3320-3682
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616
Home-page: www.pucrs br/gfr  E-mail: gfr@pucrs.br CNPJ $86304130002-81
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% LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 33
5, GRUPO DE FISICA DAS RADIACOES - GFR
| NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA
CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FISICA - PUCRS

Data 13/09/05

ANEXO I (3/3)
e e e e ) e e s S e T e s

%= 1] 0006IEI/05-01 |

o Medida de lrradiancia Difusa

g 2.4

g 4

(] 1,8

B

F

é

3

s

3'0 I \ T '\ T ~ T T . T
E | —— O00BIEI05-02 |
=
R Aedida de | cia Di
£ g = :
0O, 1,84 4
E
§ 1,2 1
2 1
T 064 o
E

0,0 T T T T v T o} T oy

750 800 850 900 950 1000 1050 1100
Comprimento de Onda[nm]

DRR_A—

Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A /104 Fone: (51) 3320-3682
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616
Home-page: www_pucrs. br/gfr  E-mail: gfr@pucrs.br CNPJ 88630413/0002-81
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ANEXO F - Coloragao com Hematoxilina — Eosina (H.E.)

—

9.

. Lavar em agua corrente.

Imegir na hematoxilina por 5 minutos.

Mergulhar rapidamente no diferenciador (alcool 70° + HCI) 2 ou 3 vezes.
Imegir em agua por 1 minuto (quanto maior o tempo, mais intenso € o azul).
Imergir na eosina por 10 a 15 segundos.

Lavar rapidamente em agua destilada.

Imergir em alcool 70° por 1 minuto.

Imergir em alcool 95° por 1 minuto, 2 vezes.

Imergir no alcool absoluto por 1 minuto, 2 vezes.

10. Lavar rapidamente em xilol.

11.Imergir em xilol (pode ser mantido no xilol até a montagem).

Fonte disponivel em: http://icb.usp.br/~miracz/Lab Vir/ecp/ecp.htm.
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ANEXO G - Coloracao de Picrosirius

Solugéao de Sirius Red

Agua destilada............cooeeeieeieeieiee e 100 ml
Acido picrico saturado

N 1V 3 =0 A 0,19

Preparo da solugao

Adicionar acido picrico a agua destilada até saturar. Em seguida, acrescentar 0,1g
do Sirius Red sob agitagao.

Solugéao de Light Green

Light Gre@n..........uuveieeiiiiiiiiiiiiiieie e 0,19

Agua destilada...........c.cooeeeeeeieeiei e 100 ml

Técnica de Coloragao

1. Desparafinizar

2. Hidratar os cortes:
a) Alcool Absoluto.
b) Alcool 80%.
c) Alcool 70%.
d) Agua destilada.

. Corar em solucéao de Sirius Red por 30 minutos

. Contra-corar em solugao de Light green por 05 minutos.

Desidratar

3
4
5. Lavar rapidamente em agua corrente.
6
7. Clarificar

8

. Montar no balsamo do Canada.

Resultados: fibras colagenas em vermelho.

Fundo: esverdeado.

Fonte: Laboratério de Patologia do Departamento de Patologia do Hospital Universitario Prof. Edgar Santos da Universidade
Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Bahia.



