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RESUMO

O proposito deste estudo foi comparar o processo de reparo 0sseo apos osteotomias
realizadas em tibias de ratos por laser de Er:YAG (comprimento de onda de 2,94 um) e
broca cirurgica em baixa rotagédo, sob irrigacdo, submetidas a terapia de laser de baixa
poténcia (LLLT), com laser de diodo (InGaAIP e GaAlAs), nos comprimentos de onda de 695
nm e 830 nm. Foram utilizados 54 ratos Wistar adultos. Os animais foram divididos em seis
grupos: Grupo 1, osteotomia com laser Er:-YAG; Grupo 2, osteotomia com laser Er:-YAG e
LLLT de 685 nm; Grupo 3, osteotomia com laser Er:YAG e LLLT de 830 nm; Grupo 4,
osteotomia com broca em baixa rotacao; Grupo 5, osteotomia com broca em baixa rotagao e
LLLT de 685 nm; Grupo 6, osteotomia com broca em baixa rotagdo e LLLT de 830 nm. O
laser de Er:-YAG foi utilizado no modo super-pulsado (Q-switch), sem contato, 10 Hz, 500
mJ. Trés animais de cada grupo foram mortos aos 7, 14 e 21 dias da cirurgia. Os espécimes
obtidos foram corados em HE e analisados sob microscopia optica. Aos 7 e 14 dias da
cirurgia, os grupos do laser de Er:YAG apresentaram a melhor condi¢cao de reparo tecidual,
comparativamente aos grupos que realizaram osteotomias com broca cirurgica. O laser de
Er:-YAG promoveu com sucesso a ablacéo do tecido 6sseo, todavia, causou dano térmico as
margens das osteotomias. O laser de Er:YAG promoveu uma fina faixa de tecido alterada,
composta por um tecido enegrecido, compativel com tecido carbonizado, préximo a cortical
6ssea. Proximo a camada carbonizada, foi observado um outro tecido de aspecto amorfo
com estruturas indefinidas, produzido por modificagdo tecidual. A média da espessura da
camada alterada de tecido foi de 25 ym (£8,7). Os grupos preparados com broca nao
apresentaram qualquer tipo de tecido alterado nas margens de suas osteotomias. Aos 21
dias do pos-operatério, as caracteristicas histolégicas foram semelhantes nos seis grupos
avaliados, apesar dos tecidos alterados (carbonizado e amorfo) ainda serem vistos nas
margens das osteotomias realizadas pelo laser de Er:-YAG. A LLLT no comprimento de
onda de 685 nm promoveu um reparo 6sseo de padrdo mais organizado e adiantado
comparativamente aos grupos que utilizaram a laserterapia de baixa poténcia no

comprimento de onda de 830 nm.

Descritores*: 1. Osteotomia; 2. Regeneragao 6ssea; 3. Lasers; 4. LLLT.

Conforme Bireme - Descritores em Ciéncias da Saude (DeCs).
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the bone repair process after osteotomies performed in
tibiae of the rats with the Er:YAG laser (2.94 ym wavelength) and the low-speed bur drilling,
under irrigation, submitted to low-level laser therapy (LLLT), diode laser (InGaAIP and
GaAlAs), of the 685 and 830 nm wavelengths. Fifty-four Wistar rats were used for this study.
The animals were divided in six groups: Group |, osteotomy with Er:YAG; Group II,
osteotomy with Er:YAG and LLLT of the 685 nm; Group lll, osteotomy with Er:YAG and LLLT
of the 830 nm; Group IV, osteotomy with a low-speed bur; Group V, osteotomy with a low-
speed bur and LLLT of the 685 nm; Group IV, osteotomy with a low-speed bur and LLLT of
the 685 nm. The Er:YAG laser was used Q-Switch, no contact mode, 10 Hz, 500 mJ. Three
animals of each group were killed at 7, 14 and 21 days postoperative. The obtained
specimens were stained by hematoxilyn and eosin and analyzed under light microscopy. At
seven and fourteen days after surgery, the Groups of the Er:YAG laser presented a better
condition of the bone repair as compared to others groups of the osteotomies with low-speed
bur. The Er:-YAG laser successfully promoted the ablation of the bone tissue, but caused a
thermal damage at the margins of the osteotomies. The Er:YAG laser promoted an altered
thin layer of the tissue, composed of a darkly stained tissue compatible with char tissue,
observed close to the cortical bone. Next to the char layer an amorphous tissue with no
defined structure, performed by modified tissue, was observed. The mean thickness of the
altered tissue was of 25 um (+8.7). The groups submitted to low-speed bur drilling dit not
present any altered tissue in the margins of the osteotomies. At 21 days postoperative the
histological features of the six groups were very similar, although the altered tissues (char
and amorphous) can still be seen in the cavity margins of the osteotomies performed with the
Er:YAG. The LLLT of the 685 nm promoted a more organized and faster pattern of the bone

repair, as compared to the groups that used the LLLT of the 830 nm wavelength.

Descriptors*: 1. Osteotomy; 2. Bone regeneration; 3. Lasers; 4. LLLT.

Conforme Bireme - Medical Subject Headings (MeSH).
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1 INTRODUGAO

A cirurgia e traumatologia bucomaxilofacial realiza diversos procedimentos
cirargicos em tecidos moles e duros. Quando os tecidos duros estdo envolvidos,
praticamente todas as técnicas visam a osteotomia ou pelo menos sdo precedidas
por ela, alguns exemplos s&o: cirurgia para remogao de dentes inclusos, osteotomias
da maxila e da mandibula para corre¢cao de deformidades dento-faciais, cirurgia para
enucleacdo de cistos e tumores, cirurgia para instalagdo de implantes
osseointegrados. Existe uma preocupacédo dos cirurgides em eleger o melhor
instrumento para realizar o corte 6sseo que permita um reparo 6sseo de qualidade
superior no menor tempo possivel (BRITO & PADUA, 1990).

A osteotomia ou o corte do tecido 6sseo pode ser realizado por diversos
métodos, alguns utilizados corriqueiramente, como as brocas ou fresas cirurgicas em
alta e a baixa rotacao, e outros, utilizados mais seletivamente, como o cinzel e as
serras para 0sso, € mais recentemente, o laser de alta poténcia foi introduzido como
método alternativo para osteotomias (OKAMOTO et al., 1984; MELLO & MELLO,
2001).

Os lasers de alta poténcia (Er:YAG, Nd:YAG, Ho:YAG, CO,, Er;Cr:-YSGG) sao
usados na area de saude desde 1960. Na odontologia sdo comumente utilizados
para intervengao nas estruturas dentais, entretanto, outras especialidades, como
cirurgia, periodontia, endodontia e implantodontia, também fazem uso desta

tecnologia.

O laser de Er:YAG pode ser usado tanto em cirurgia de tecidos moles como
de tecidos duros, porém, devido ao seu menor poder de hemostasia, evita-se usa-lo
em tecidos moles. Sua melhor indicacdo esta no corte de tecidos duros, como
tecido 6sseo e dentario. Quando o laser de Er:-YAG é usado para remover tecido
cariado, tem-se como vantagens: remogao do tecido cariado, muitas vezes, sem o
uso de anestesia; descontaminacdo da area irradiada e superficie livre de smear
layer (MELLO & MELLO, 2001).
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Para se obter resultado positivo com o uso do laser, € importante o
conhecimento da interagdo do laser com os tecidos. Além de se compreender
alguns fatores que influenciam a ag&o do laser nos tecidos: comprimento de onda,
poténcia do laser, capacidade de absor¢cdo do laser pelo tecido, frequéncia de
pulsos por segundo, duragcdo do pulso, quantidade de energia aplicada, modo de
entrega do laser, distancia focal (focado ou desfocado), e finalmente, a presenga ou

nao do sistema de refrigeragao.

O laser de baixa poténcia, nos comprimentos de onda que vao do espectro
visivel ao invisivel, ganharam destaque como fonte bioestimuladora do reparo
tecidual. Embora os efeitos biomoduladores sdo demonstrados em numerosos
estudos, algumas pesquisas acusam nao haver diferenga no reparo tecidual quando

o laser ¢é aplicado.

O tratamento que utiliza o laser de baixa intensidade é baseado em agdes
fotoquimicas, fotofisicas e/ou fotobioldgicas nas células e nos tecidos, quando a luz
interage com as células do tecido. Administrada em dose adequada pode estimular
certas funcodes celulares (RIBEIRO & ZEZZEL, 2003).

Na literatura existem trabalhos demonstrando e comparando as técnicas
convencionais de osteotomia com as realizadas por lasers de alta poténcia, contudo,
os resultados sobre o reparo 6sseo ainda sao conflitantes, bem como o protocolo da
metodologia aplicada. Também existe uma vasta literatura mostrando a influéncia do
laser de baixa poténcia no reparo 6sseo de cavidades produzidas por instrumentos
convencionais rotatérios, como a broca cirurgica, também com conflitos de

metodologia e resultados.

Entretanto, trabalhos mostrando a associagdo do laser de baixa poténcia
(InGaAIP e GaAlAs), em comprimentos de onda diferentes, como fator de
bioestimulagcédo do reparo 6sseo em defeitos criados por laser de Er:YAG sao raros

na literatura.
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Por esses motivos, o presente estudo reine em um so trabalho dois métodos
de osteotomia: broca cirurgica em baixa rotagcdo, método padréo para realizagao de
osteotomias, e o laser de Er:YAG, moderno instrumento para ablagado de tecidos

duros.

Além disso, as cavidades Osseas produzidas foram submetidas ao laser de
baixa poténcia (InGaAlP e GaAlAs), método atual e n&o invazivo de bioestimulagdo
tecidual; em dois diferentes comprimentos de onda, 685 nm e 830 nm, de forma a
elucidar a influéncia dos lasers de baixa poténcia (diodo) e alta poténcia (Er:YAG) no
processo de reparo 0sseo, e ainda, estabelecer parametros adequados para a

aplicagao dos lasers no tecido 0sseo.

O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

a) descrever as caracteristicas histologicas das cavidades oOsseas

produzidas pelo laser de Er:YAG e broca cirdrgica em baixa rotagao;

b) comparar, histologicamente, o reparo O6sseo apos osteotomias
realizadas por laser de Er:YAG e broca cirurgica em baixa rotacao, seguidas
pela bioestimulagdo com laser de baixa poténcia nos comprimentos de onda
de 685 nm ou 830 nm, em tibias de ratos, nos diferentes intervalos de tempo da

pesquisa;

c) avaliar qual comprimento de onda do laser de baixa poténcia, 685 nm
ou 830 nm, influencia o processo de reparo Osseo, através da analise

histoldgica.
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2 REVISTA DA LITERATURA

21 TECIDO OSSEO

Alguns estudos foram realizados para desenvolver um modelo experimental
em pesquisas 0sseas na regiao bucomaxilofacial, modelo este que reproduza as
situagdes clinico-cirurgicas do homem. Os autores Schimitz e Hollinger (1986),
propuseram alguns modelos animais e protocolos para cirurgias Osseas
experimentais, considerando a espécie e idade do animal, a localizacdo e o tamanho
do defeito 6sseo a ser realizado, e finalmente, a manutengdo ou nao do peridsteo.
Os autores definiram como defeito Osseo critico, aquele que n&o cicatriza
espontaneamente, independente do tempo de cicatrizagdo, necessitando para sua
reparagao tecidual algum tipo de enxerto ou biomaterial para preenchimento. Os
defeitos 6sseos considerados criticos, para o modelo animal rato, devem ser iguais
ou maiores do que 4 mm de didmetro e profundidade. Enquanto que, os defeitos

0sseos nao criticos devem ser menores do que 4 mm de didmetro e profundidade.

Segundo Ross, Reith e Romrell (1993), o desenvolvimento do osso é
tradicionalmente classificado como endocondral, no caso de uma cartilagem servir
como precursora para formacao do tecido 6sseo, ou intramembranoso, se 0 0sso
originar-se diretamente de osso primario, sem a intervencdo de um precursor
cartilaginoso. Esses modelos classicos referem-se somente ao mecanismo pelo
qual o osso comega a se formar enquanto 6rgao. Tanto os tecidos formados por
ossificagdo endocondral ou intramembranosa serdo posteriormente substituidos por

0sso0 maduro ou secundario que sera idéntico em ambos os casos.

Gartner e Hiatt (1999) definiram o tecido 6sseo como um tecido conjuntivo
especializado cuja matriz extracelular é calcificada. A matriz éssea apresenta
constituintes organicos e inorganicos. A parte inorganica constitui cerca de 65% do
seu peso seco, &€ composta principalmente por calcio e fésforo, que estdo sob a
forma de cristais de hidroxiapatita. Os outros componentes inorgénicos, em menor

quantidade, tais como: bicarbonato, citrato, magnésio, sodio e potassio. A parte
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organica representa 35% do seu peso seco, e é composta por fibras colagenas,
basicamente do tipo |, por substancia fundamental e por proteinas ndo-colagenas. A
dureza do osso € resultado da associagdo dos cristais de hidroxiapatita com o
colageno. As células do osso incluem células osteoprogenitoras, osteoblastos,

ostedcitos e osteoclastos.

As células osteoprogenitoras podem ser estimuladas a se diferenciarem em
osteoblastos. Os osteoblastos, células jovens e volumosas, sdo responsaveis pela
secrecao do colageno e da substancia fundamental, constituintes da matriz organica
Ossea; proliferam depositando matriz 6ssea imatura e iniciam a formagdo das
trabéculas 6sseas. Os ostedcitos sdo células maduras, derivadas dos osteoblastos,
que ficaram aprisionados dentro de suas lacunas (osteoplastos) na matriz éssea
calcificada, previamente depositada por eles enquanto osteoblastos. Ostedcito
representa um osteoblasto transformado. Os osteoclastos sao células
multinucleadas e grandes, cuja fungcdo € reabsorver o tecido 6sseo, formando
lacunas de Howship. Além das células citadas, o tecido 6sseo pode conter
adipdcitos na sua parte medular (ROSS, REITH, ROMRELL, 1993).

O tecido 0sseo € classificado como primario (imaturo ou ostedide) e
secundario (maduro ou lamelar). O osso primario € o primeiro a se formar durante o
desenvolvimento fetal e também durante a reparacido tecidual de qualquer lesao
ossea. O tecido 6sseo primario tem aspecto desorganizado com fibras colagenas e
células dispostas ao acaso, € uma matriz 6ssea ainda ndo calcificada. O osso
secundario substituira o osso primario; € calcificado, composto por lamelas paralelas
ou concéntricas, fibras colagenas dispostas paralelamente as lamelas, e ostedcitos
aprisionados na matriz 6ssea calcificada. O osso cortical € bastante denso, situado
na superficie externa, constituido por Osteons e por um sistema de lamelas
circunferenciais e intersticiais. O 0sso esponjoso, localizado mais ao centro, € menos
denso e constituido por trabéculas 6sseas ramificadas, espiculas 6sseas e medula
O0ssea. A medula 6ssea é composta por medula 6ssea vermelha, onde se formam
as células do sangue, e por medula éssea amarela constituida principalmente de
adipocitos. A superficie externa do 0sso € recoberta pelo peridsteo, responsavel por
parte da nutricdo do tecido 6sseo, rico em células osteoprogenitoras; a cavidade
central é revestida pelo enddsteo (GARTNER & HIATT, 1999).
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2.2 REPARO OSSEO

Robbins, Cotran e Kumar (1986) descreveram que as tentativas do organismo
para curar as lesdes induzidas por agressodes locais, comeg¢a muito precocemente no
processo de inflamacao que resulta no reparo e na substituicdo das células mortas
ou lesadas por células sadias. O reparo geralmente envolve dois processos
distintos: 1) regeneragéo, conceituada como a substituicdo do tecido lesado por
células do mesmo tipo, algumas vezes ndo deixando qualquer residuo da leséo
inicial; e 2) cicatrizagédo, ou seja, a substituicdo por tecido conjuntivo, que no seu
estado permanente constitui uma cicatriz. As células do tecido dsseo podem ser
classificadas como células estaveis, diferentemente das células labeis (células
epiteliais e hematopoiéticas) e das células permanentes (células nervosas, células
dos musculos esquelético e cardiaco), demonstram um nivel baixo de replicagao,
contudo, podem sofrer divisdo celular mediante a estimulos e sao capazes de

reconstituir o tecido de origem completamente.

Entre os tecidos altamente organizados, o osso tem um potencial unico de
reconstruir completamente sua estrutura original apés um defeito, desde que as
condigbes basicas para a regeneragao tecidual sejam mantidas, tais como: amplo
suprimento sanglineo e estabilidade mecanica. Porém, a capacidade de
regeneragao oOssea tem seus limites e pode falhar quando ocorrer: falhas na
vascularizagao, instabilidade mecanica, defeitos sobreestendidos e presenga de

outros tecidos com alta atividade proliferativa (SCHENK, 1996).

A neoformacédo éssea apds uma lesdao depende de alguns fatores locais
(microcirculagao, proliferagao celular, liberacdo de fatores de crescimento e
indutores) e sistémicos (niveis de calcio e niveis hormonais) para que ocorra dentro
dos padrdes de normalidade. Qualquer lesdo éssea ativa a regeneragéo éssea local
através da liberacdo de fatores de crescimento e indutores que atuardo sobre o
reparo 6sseo. O o0sso € uma das fontes mais ricas em fatores de crescimentos.
Havera, entdo, uma sucesséo de eventos no tecido, iniciando por uma hemorragia
local; formacé&o de coagulo, seguido por tecido de granulagado; depodsito de tecido
ostedide (matriz 6ssea) que posteriormente sera mineralizado e constituira o osso
maduro (SCHENK, 1996).
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O reparo 6sseo, num individuo adulto, envolve a formagdo Ossea
intramembranosa e endocondral, independente da origem do osso lesionado.
Inicialmente o coagulo preenche o local, em seguida é invadido por pequenos
capilares, fibroblastos e células osteoprogenitoras, responsaveis pela ossificagéo
intramembranosa, formando o osso primario que sera substituido pelo osso
secundario, de acordo com a evolugédo do reparo. Na cavidade da medula 6ssea, o
coagulo é também invadido por capilares e células osteoprogenitoras. Em situag¢des
de baixa tensio de oxigénio, as células osteoprogenitoras podem se diferenciar em
condroblastos ao invés de osteoblastos, com conseqliente formacado de tecido
cartilaginoso (GARTNER & HIATT, 1999).

O processo de reparo 6sseo foi descrito por Catanzaro Guimaraes (1982), em
trés fases distintas:

a) fase inflamatoria, caracterizada pela formacao de coagulo sangliineo que
ocupa toda a area da leséo Ossea;

b) fase reparadora, apresenta grande numero de fibroblastos, responsaveis
pela produgdo do colageno. Nesta fase, os macréfagos estdo reabsorvendo o
coagulo e o tecido 6sseo necrosado; surge uma nova rede capilar originada de
células endoteliais remanescentes e das células mesenquimais indiferenciadas.
Osteoblastos jovens secretam matriz déssea, através da ossificagdo
intramembranosa, resultando em osso imaturo;

c) fase remodeladora, o calo 6ésseo passa pelos processos de reabsorgao e
neoformacdo. Os osteoclastos removem o excesso do calo dsseo e 0sso necrosado,
em seguida as cavidades Osseas sao reestabelecidas. Os sistemas de Havers e o
trabeculado &ésseo esponjoso serao reconstruidos e dispostos em suas areas

originais (cortical e medular).
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23 LASER

A palavra LASER é um acronimo para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (amplificagdo de luz por emissao estimulada de radiagdo). O
espectro eletromagnético inclui, além do infra-vermelho e do ultra-violeta, raios X e
gama, microondas, luz visivel e ondas de radio. O laser terapéutico de baixa
poténcia opera nos espectros da radiacdo visiveis e invisiveis (préximo do
infravermelho). Atualmente, os tipos de equipamentos de laser usados em clinica
odontoldgica, incluindo os lasers de baixa e alta poténcia, védo desde o comprimento
de onda de 488 nm (laser de Argdnio) até 10.600 nm (laser de CO) (FIGURA 1)
(GUTKNECHT & PAULA EDUARDO, 2004).

ESPECTROS - nm

Ultra violeta Visivel Infravermelho
Invisivel Invisivel
Radiacao l6nica Rad. Térmica
(Radiag ) 400 760
LB .
Raio  Uitravioleta
X
100 190- 377 488 514 6328 830 1.064 2.900 10.600
308 Alexandrita Argdnio  Diodo HeNe Diodo Nd:YAG ErYAG CO2
Excimer
532
Nd:YAG

FIGURA 1 - Comprimento de onda de alguns tipos de laser e seus respectivos espectros.
FONTE: Adaptado de MELLO & MELLO (2001).
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Os recursos atuais da tecnologia a laser, utilizados na medicina e odontologia,
foram obtidos gragas ao desenvolvimento da fisica do laser, sendo possivel indicar
um tipo de laser para cada tipo de tecido, sem provocar danos as estruturas
adjacentes, através do conhecimento dos fatores que determinam interagéo
laser/tecido, tais como: comprimento de onda e poténcia dos lasers, tipo de tecido,
coeficiente de absorcao do laser pelos tecidos, freqiéncia de pulsos/segundo, modo
de entrega do laser, distancia focal, sistema de refrigeracdo, tempo de exposigcdo. A
radiacao laser pode ser refletida, transmitida, absorvida e espalhada por um sistema
bioldgico (FIGURA 2, 3). A exposicao de um corpo ou tecido ao laser de baixa
intensidade, exclui a possibilidade da manifestacdo de efeitos térmicos (MELLO &
MELLO, 2001).

Laser

Reflexdo

rd \ TECIDO

Disperséo

FIGURA 2 - Interagéo laser/tecido.
FONTE: Adaptado de MELLO & MELLO (2001).
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FIGURA 3 - Coeficientes de absorgao do laser por diversos componentes de tecidos biolégicos.
FONTE: GUTKNECHT & PAULA EDUARDO (2004).

Os lasers sao divididos em lasers de alta e baixa poténcia. Os lasers de alta
poténcia (cirurgico ou High Intensity Laser Treatment) sao destinados a remocgao,
corte e coagulagdo de tecidos, enquanto que os lasers de baixa poténcia (nao-
cirurgicos ou Low-Level Laser Therapy — LLLT) s&o utilizados em processos de
reparagao tecidual. Os principais efeitos gerados pela LLLT nos tecidos tém
natureza estimulatoria, causando aumento do metabolismo celular, da quimiotaxia e
da vascularizagao (LOPES & BRUGNERA, 1998).

Os lasers de alta poténcia servem para cortar, esterilizar, coagular e vaporizar
tecidos moles ou duros. A ocorréncia de um ou de outro efeito depende da interacao
laser/tecido, caracteristica de absorgéo do laser pelo tecido. Além de outros fatores,
tais como: tipo do laser, comprimento de onda, poténcia, dose e tempo de aplicagéo.
A radiagao do laser de alta poténcia interage com os tecidos basicamente por agdes
fototérmicas, nas quais a energia da luz absorvida pelos tecidos é transformada em
calor. A intensidade e a forma com que esse calor se distribui no tecido podem

resultar em coagulagéo, cauterizagdo, corte ou ablagéo (vaporizagdo). Quando a
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intensidade do laser e a capacidade do tecido em absorvé-lo sao suficientemente
altas, ocorre a ablacao tecidual: a energia do laser aquece de tal forma e com tal
rapidez a agua do interior das células, que vaporiza o tecido num tempo menor do

que aquele que o calor levaria para se difundir (MATEOS, 2005).

24 OSTEOTOMIAS

Gertzbein et al. (1981) realizaram um estudo comparativo entre osteotomias
feitas por serra para osso e por laser de CO; (50 W) em fémures de ratos. Os
resultados foram analisados microscopicamente e radiograficamente apés 6, 8, 10,
14 e 18 semanas. Tanto na microscopia Optica, quanto na analise radiografica, o
grupo do laser de CO, mostrou uma cicatrizagdo mais demorada. Mesmo ao final do
experimento, nenhum dos animais do grupo do laser mostrou um reparo completo.
No grupo do laser, foi observada microscopicamente a presenga de fragmentos
O0sseos carbonizados e uma maior destruicao tecidual. Os autores concluiram que
embora o laser de CO; seja um instrumento importante em cirurgias ortopédicas,
devido ao fato de provocar pouco sangramento durante o corte 6sseo, caracteristica
especialmente importante em cirurgias de ressecgdes de tumores dsseos e também
naqueles pacientes com disturbios de coagulagdo, deve-se esperar por uma

cicatrizacdo mais demorada e por uma maior destruigao tecidual.

Okamoto et al. (1984) mostraram os efeitos provocados por diferentes tipos
de osteotomias realizadas em mandibulas de 18 caes. Utilizaram broca carbide em
alta e baixa rotacdo, com e sem irrigacao; cinzel e martelo. Os resultados foram
analisados a 2 horas, 10, 20 e 60 dias apdés o ato cirurgico. Nos espécimes
preparados com alta rotacdo, apoés 2 horas, a superficie das bordas estava
relativamente regular, porém, quando realizadas sem resfriamento, notava-se uma
espessa faixa escura. Ambas as cavidades realizadas por broca em baixa rotagao e
por cinzel e martelo, apresentavam-se com irregularidades, porém, isentas da faixa
escura. Os autores concluiram que as osteotomias realizadas por broca em alta

rotacdo e com resfriamento cicatrizaram mais rapidamente, e aquelas realizadas em
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baixa de rotacdo, ocasionaram alteragdes mais profundas no tecido Osseo,

provocando consideravel atraso no processo de reparo.

Okamoto et al., em 1987, afirmaram que a osteotomia € um recurso bastante
empregado no campo da cirurgia bucal. Todavia, permanecem duvidas e
controvérsias em relacdo ao melhor método e instrumento a ser empregado nas
osteotomias. Os autores afirmaram que o emprego de brocas permite uma técnica
cirurgica mais rapida, e quando usada com irrigagdo, evitam o aquecimento

excessivo do tecido 6sseo e o surgimento de sequestros 6sseos.

Nuss et al. (1988) fizeram um estudo in vitro, utilizando calvaria de roedores
para comparar as caracteristicas da ablacdo 6ssea apds o uso de 4 tipos de lasers
de alta poténcia no infravermelho: Nd:YAG (comprimento de onda de 1,064 um);
Ho:YSGG (comprimento de onda de 2,10 um); Er:YAG (comprimento de onda de
2,94 pm) e CO; (comprimento de onda de 10,6 ym). O laser de Er:YAG foi utilizado
no modo pulsado, taxa de repeticdo de 2 pulsos/segundo, energia entre 30 a 800
mJ/pulso. O laser de Nd:YAG foi utilizado no modo pulsado e continuo. A analise
da microscopia 6ptica revelou que os lasers de Nd:YAG e Er:YAG, no modo pulsado,
provocaram uma fina zona de tecido danificado de 10 a 15 ym de espessura,
adjacente ao tecido ablacionado. Enquanto que o laser Ho:YSGG provocou uma
zona danificada de 20 a 90 um. Os lasers que provocaram maior dano tecidual
foram o Nd:YAG e CO; (no modo continuo) com uma faixa alterada de tecido de 60 a
135 uym. Considerando que os componentes do osso (colageno tipo I, agua e
hidroxiapatita) sdo altamente absorvidos numa irradiagdo entre 2,9 a 3,3 um, é de
se esperar que no comprimento de onda de 2,94 uym, ocorra uma alta absorcdo da
radiacao laser pelo tecido 6sseo, provocando uma vaporizagdo explosiva do tecido

0sseo e uma eficiente ablagdo 6ssea, com minimo dano térmico nos tecidos.

Walsh, Flotte e Deutsch (1989) estudaram o mecanismo do laser de Er:YAG
operado no modo Q-switch (super pulsado) em diferentes tecidos: osso, pele, aorta e
cornea. Os resultados foram consistentes em mostrar o mecanismo de ablagédo dos
tecidos pelo laser de Er:-YAG. O mecanismo de ablagao tecidual foi descrito pelos
autores como sendo um processo explosivo que leva a um rapido aquecimento,

vaporizagado, e subsequente expansao de alta pressdo do tecido irradiado,
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devolvendo pouco aquecimento aos tecidos adjacentes. Observaram que o laser de

Er:YAG tem pouca penetragao nos tecidos e provoca pouco dano térmico.

Nelson et al. (1989) realizaram um esclarecedor estudo sobre o reparo 6sseo
apos a irradiagao pelo laser de Er:-YAG. Analisaram e compararam a cicatrizagao
O0ssea de osteotomias realizadas por serra ortopédica convencional e por laser de
Er:YAG (100 mJ/pulso e 5 Hz). As cavidades foram realizadas em tibias de coelho e
apresentavam 1 mm de profundidade. Os espécimes foram analisados sob
microscopia Optica apoés 1, 2, 3 e 4 semanas do ato cirurgico. Os resultados
mostraram que a osteotomia feita pelo laser apresentou um formato cénico. Na
superficie irradiada havia uma zona 6ssea desorganizada, de aproximadamente 4 a
10 ym de espessura. Desde a 12 semana, a cicatrizacdo foi mais favoravel nos
cortes feito pela serra ortopédica. No grupo do laser de Er:-YAG a cicatrizagéo
ocorreu do periosteo para o centro. Na 12 semana, a resposta de cicatrizagao, no
grupo do laser, foi limitada a formag¢ao de um tecido 6sseo denso fibroso infiltrando a
partir do peridésteo para dentro da cavidade; em contra-partida, no grupo da serra,
encontrou-se um tecido conjuntivo fibroso bem organizado ligado aos
remanescentes 6sseos provenientes do peridsteo e do enddsteo. Na 22 semana, o
grupo do laser exibia um tecido osteoide, rico em colageno e trabéculas Osseas
imatura. Ja no grupo da serra, o tecido ostedide ocupava quase toda a cavidade.
Nas 32 e 4% semanas, os dois grupos ja apresentavam um tecido 6sseo lamelar. Na
62 semana, ambos 0s grupos exibiam um tecido 6sseo maduro. O grupo do laser de
Er:YAG exibia alguns pontos de coalescéncia entre o tecido 6sseo neoformado e o
endodsteo; no grupo da serra o novo tecido 6sseo estava completamente fusionado
com o tecido 6sseo preexistente. Os autores concluiram que nas osteotomias
produzidas pela serra, as células invadem o sitio cirurgico originadas tanto do
enddsteo como do peridsteo, levando a uma rapida cicatrizacdo 6ssea. Por outro
lado, o laser de Er:YAG provocou danos de natureza térmica no tecido Osseo
adjacente e também no enddsteo, impedindo que os ostedcitos destas regides
participassem da cicatrizagdo, ficando, a reparacao restrita ao peridsteo e ao

coagulo.

Gonzales et al. (1990) fizeram um estudo in vitro utilizando cartilagem do

septo nasal e osso da parede sinusal de cadaveres humanos frescos e congelados
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que foram irradiados pelos lasers de Er:YAG (modo pulsado) e CO, (modo super
pulsado e continuo). Através da microscopia Optica, os autores observaram que o
laser de Er:YAG promoveu dano térmico menor do que o laser de CO, em ambos os
tecidos avaliados. Nos espécimes de cartilagem irradiados pelo laser de Er:YAG, a
espessura do tecido danificado foi de 2 ym, e quando irradiados pelos lasers de
CO,, foi de 21 um. Nos espécimes 6sseos, o laser de Er:-YAG provocou uma faixa de
5 um de tecido danificado, enquanto que os lasers de CO, provocaram dano de 67
pm de espessura. Os danos térmicos podem ser explicados pela diferenca do
coeficiente de absor¢cao da agua pelos diferentes lasers estudados. O laser de CO,
€ 10 vezes menos absorvido pela agua do que o laser de Er:-YAG. Considerando
que 80% da composigao dos tecidos bioldgicos € de agua, entende-se que o laser
de Er:YAG ablaciona mais eficientemente tecidos duros, com menor dano térmico do
que o laser de COy; além disso, o laser de CO; precisa de uma poténcia muito maior
do que o laser de Er:YAG para cortar ou ablacionar tecidos duros, gerando,

consequentemente, um aquecimento maior nos tecidos.

Buchelt et al. (1992) realizaram um estudo in vitro para investigar a aparéncia
micro € macroscoépica da ablagao de fibrocartilagem pelos lasers de Er:-YAG (2 Hz,
50 a 150 mJ) e Ho:YAG (6 Hz, 200 a 800 mJ). Utilizaram meniscos e discos
intervertebrais de cadaveres frescos, as amostras foram refrigeradas por 24 horas a
4°C e submetidas a irradiagao pelos lasers. Os resultados histolégicos mostraram
que o laser de Ho:YAG promoveu mais danos teciduais do que o laser de Er:YAG.
As amostras submetidas ao laser de Er:YAG n&o mostraram areas carbonizadas,
apenas uma fina camada de necrose por coagulacdo, de espessura entre 20 e 60
Mm, que cobria superficialmente as margens da cavidade. O laser de Ho:YAG, por
sua vez, causou dano térmico moderado com areas de carbonizagdo, necrose
térmica tecidual e rompimento das fibras colagenas; a espessura dessa camada
alterada variou entre 120 e 240 ym. As diferencas de alteracbes teciduais dos
lasers estudados podem ser fundamentadas pela diferenca do comprimento de onda
e pelo coeficiente de absor¢cdo para cada um dos lasers estudados. O laser de
Er:'YAG é bem absorvido pela agua e pelo colageno, principais componentes da
cartilagem. Uma melhor absor¢céo da radiagcdo do laser leva a um processo de
explosdo tecidual, guiado por um rapido e discreto aquecimento, vaporizagéo, e

subsequente expansao de alta pressao do tecido irradiado, sem provocar dano
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térmico as areas vizinhas. Por outro lado, uma menor absor¢do do Ho:YAG pelo
tecido, ndo gera vaporizagao tecidual, logo, o calor provocado é absorvido e
dissipado aos tecidos, gerando, consequentemente, danos térmicos teciduais em
profundidade.

Buchelt et al. (1994) fizeram uma pesquisa para avaliar a cicatrizagdo 0ssea
apods osteotomias em tibias de ratos, realizadas por 3 diferentes métodos: laser de
Ho:YAG (800 mJ/pulso, 5 Hz); laser de Er:YAG (300 mJ/pulso, 2 Hz) e por serra
ortopédica convencional. Os espécimes foram analisados através da microscopia
Optica, pelo teste de torque e por analise radiografica apdés os periodos poés-
operatorios de 1, 4, 8 e 12 semanas. Na analise histologica, somente o grupo do
laser Ho:YAG mostrou uma superficie 6ssea carbonizada. Na 1? semana, todos os
grupos exibiram um tecido fibroso. Na 4% semana, o grupo do Er:YAG apresentou o
menor grau de formacao de calo 6sseo. Na 82 semana, o grupo do Er:YAG e o da
serra mostraram um calo 6sseo unindo os cotos osteotomizados. Na 122 semana,
os grupos do Er:YAG e da serra estavam completamente cicatrizados; apenas o
grupo do laser de Ho:YAG apresentava pseudoartrose, com formagado de um denso
tecido fibroso e ainda existia a presenca da camada carbonizada. Os autores
concluiram que tanto o laser de Er:-YAG como a serra ortopédica promoveram uma

reparacao ossea completa.

Pratisto et al. (1996) mostraram que o laser de Er;Cr:YSGG (comprimento de
onda de 2,79 ym) € uma excelente opgéo para cirurgias do ouvido interno, pois n&o
provocam danos as estruturas adjacentes e sdo precisos na ablagdo 6ssea. Estas
conclusdes foram conseguidas a partir de um estudo in vitro, no qual utilizaram o
laser de Er;Cr:YSGG em um protétipo de ouvido interno feito a partir de osso bovino
que foi irradiado e submetido a analise de MEV. Os autores observaram que nao
houve formacdo de camada carbonizada, apenas a formacdo de uma fina camada
alterada, menor do que 10 ym de espessura, oriunda provavelmente de alteracao de

temperatura local.

Gregori e Nosé (1996) descreveram osteotomia ou remogéo de tecido 0sseo,
como sendo uma forma de exérese, que por sua vez, esta incluida nas chamadas

manobras cirurgicas fundamentais, amplamente usada em cirurgias buco-dento-
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alveolares. Muitas vezes a remogao do tecido 6sseo é a principal razdo do ato
operatdrio, como por exemplo, nas alveolectomias, na reducao de tuberosidades, na
remogao de patologias Osseas; ou entdo, € um procedimento auxiliar na cirurgia,
como na exodontia de dentes inclusos, nas cirurgias periapicais, na remog¢ao de
cistos ou tumores. A osteotomia promove intensa resposta inflamatéria por ser um
procedimento traumatico. Pode ser praticada por cinzéis, oste6tomos e instrumentos
rotatérios. Os autores recomendam que a osteotomia deve seguir normas rigorosas
como: uso de brocas especiais, em laminas ou espirais, que evitam o esmagamento
0sseo; refrigeracdo continua, para evitar a hiperemia tecidual; osteotomia em linha
Unica, para que nao haja formagao de espiculas 6sseas que exacerbam a resposta

inflamatdria e provocam retardo na reparagao tecidual.

Com o objetivo de estudar o laser de Er:YAG como meio alternativo para
corte de ossos delicados, Lewandrowski et al. (1996) realizaram fraturas bilaterais
em mandibulas de 10 ratos e fixaram-nas com micro-placas e micro-parafusos. Em
um dos lados, as perfuragdes ésseas foram feitas com laser de Er:YAG (53
mdJ/pulso, 10 a 15 Hz) e no outro lado, foram realizadas por brocas convencionais
em baixa rotacdo; todas as perfuragcdes foram feitas sob irrigagdo com solugéo
salina. Os resultados da microscopia Optica, apos 4 semanas, mostraram que todos
os parafusos apresentaram osseointegracdo, ndo demonstraram diferenca na
quantidade de neoformacédo éssea. Foi observada, em ambos 0s grupos, uma
camada alterada de tecido que variou de 25 a 100 ym de espessura oriunda,
provavelmente, de danos térmicos, contudo, em nenhum dos grupos houve necrose

ossea.

El Montaser et al. (1997) mostraram o padrdo de cicatrizacdo 6ssea em
defeitos Osseos da calvaria de ratos realizados pelo laser de Er:YAG numa
densidade de energia de 75 mJ/pulso. Os defeitos apresentavam 5 mm de didmetro,
considerados defeitos Osseos criticos, e por esta razdo foram recobertos por uma
membrana de politetrafluoreliteno. Os animais foram sacrificados aos 10, 20, 30 e
105 dias apds a cirurgia. Os espécimes foram analisados através da microscopia
Optica. Os autores relataram que os eventos de reparo observados foram muito
similares aqueles vistos em osteotomias feitas por instrumentos convencionais, a

principal diferengca foi a caracteristica da superficie 6ssea criada pela ablagao a
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laser. A superficie irradiada apresentou uma camada amorfa de carbonizacdo, de
dificil reabsorcdo por osteoclastos, e sua persisténcia levou a uma demora na
cicatrizagdo. Atribuiram a essa camada carbonizada, o impedimento da integragéo
entre o 0sso neoformado e o adjacente, pois, mesmo aos 105 dias de pds-operatoério
a camada estava presente e impedia a coalescéncia entre o tecido 6sseo
neoformado e o tecido 6sseo adjacente. A camada amorfa carbonizada é altamente
mineralizada e se forma pelo aquecimento da matriz orgénica do osso ou pela
ruptura da camada de adipdcitos da medula é6ssea. Essa camada amorfa
carbonizada reduziu o recrutamento de osteoclastos e inibiu diretamente a atividade
de reabsorc¢ao. Os autores salientaram que a unido do osso neoformado com o 0sso

adjacente somente acontecera apds a reabsorgdo da camada carbonizada.

Pinelli e Carvalho (1999) avaliaram os efeitos de osteotomias para implantes
dentarios em mandibulas de caes. As perfuracbes 6sseas foram feitas com brocas
seriadas, com e sem irrigagao, e com variagdo do tempo de fresagem. Utilizaram a
sequéncia de brocas lancga: 2,5 mm; 3,2 mm; 3,7 mm e laminador de tecido &sseo,
cada animal teve 2 cavidades preparadas em cada lado da mandibula, as cavidades
mesiais foram preparadas com irrigagcdo externa de soro fisiolégico 0,9%, e as
distais, sem irrigacdo externa. No lado direito da mandibula, o tempo total da
fresagem foi de 20 segundos (considerado normal), e no esquerdo entre 60 a 82
segundos (considerado acima do normal). Apds 45 dias, os espécimes foram
analisados histologicamente e os autores concluiram que a irrigacdo externa

atenuou os danos no tecido 6sseo favorecendo o reparo tecidual.

El Montaser et al. (1999) realizaram um estudo para verificar se implantes de
titanio sdo capazes de osseointegrar em lojas O0sseas preparadas pelo laser de
Er:-YAG. Dez ratos adultos foram utilizados para o trabalho, que consistiu em fazer 2
osteotomias de cada lado da calvaria: usaram o laser de Er:-YAG sob irrigacao,
focado a 5 mm do osso, 200 mJ/pulso e 3 Hz, e broca em baixa rotagao (250 rpm).
Todos os orificios receberam um implante de titanio auto-rosqueante de 1 mm de
diametro. Cinco espécimes foram analisados pela microscopia Optica apos 3
semanas, e 0s outros cinco, apds 3 meses. Apos 3 semanas, houve neoformacgao
0ssea em cima da camada carbonizada criada pelo laser de Er:YAG, contudo, aos 3

meses 0s implantes estavam osseointegrados, sem a presenca da camada
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carbonizada. Ja no grupo em que as osteotomias foram feitas por broca,
observaram na 32 semana, uma significativa necrose tecidual e reabsor¢ao 6ssea na
volta do defeito, provavelmente causada por uma deficiente irrigagcdo durante a
fresagem éssea. No entanto, apés 3 meses, assim como no grupo do laser, houve

completa osseointegragao dos implantes.

Peavy et al. (1999) fizeram um amplo estudo para comparar o efeito dos
lasers infra-vermelhos, comprimento de onda variando do 2,9 a 9,2 pm, com o da
serra cirurgica pneumatica convencional em osso cortical bovino. A analise foi feita
sob microscopia Optica, microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia
Raman. Os autores observaram que nos comprimentos de onda de 2,9 um; 3,0 ym;
5,9 a 6,45 uym, ndo houve formagao de carbonizacdo tecidual, enquanto que nos
comprimentos de onda de 3,1 a 4,2 ym; 50 uym; 6,6 a 7,5 ym, areas de
carbonizagao junto as paredes das osteotomias foram observadas. A maioria dos
comprimentos de onda provocou uma zona colateral de dano térmico, de espessura
entre 10 e 25 ym. O dano térmico foi maior (30 a 35 ym de espessura) para os
comprimentos de onda de 3,0 um; 4,2 um e 5,0 um. A serra pneumatica para corte
de osso também promoveu danos térmicos com espessura que variaram de 8,1 e
43,6 um de espessura, e também criaram multiplas microfissuras na superficie
Ossea cortada; esses danos foram associados a friccdo mecanica da serra. Os
autores afirmaram que a ablacdo de tecido 6sseo cortical pode ser obtida com um
minimo de trauma tecidual, através do laser no espectro do infra-vermelho, incluindo
os lasers dos seguintes comprimento de onda: 2,1 a 2,94 ym; 6,0 a 7,5 ume 9,6 a
10,6 ym. Ressaltaram que a hidroxiapatita de calcio, componente principal da parte
inorganica do osso, € bem absorvida no comprimento de onda de 2,94 um, o que

leva o tecido dsseo ser facilmente ablacionado com o minimo de injuria térmica.

Friesen et al. (1999) avaliaram e compararam histologicamente o reparo
O0sseo de osteotomias feitas na tibia de ratos por broca, lasers de CO; e Nd:YAG,
com e sem irrigagdo. Uma cicatrizagcado progressiva desde o 1° dia até o 21° dia do
poOs-operatorio foi observada em todos os grupos estudados. Entretanto, todos os
grupos tratados com laser exibiram uma demora maior no reparo comparativamente
com o grupo da broca, esse fato parece estar relacionado com a presenca de uma

carbonizagao residual nos defeitos 6sseos. Essa camada carbonizada pode
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também conter alguns produtos toxicos, e parece servir como uma barreira
mecanica que impede a adesdo de células osteogénicas e consequentemente a
neoformacdo 6ssea. Mesmo utilizando irrigacdo durante a osteotomia com laser de
Nd:YAG houve a formacdo da camada carbonizada, porém, a camada de
carbonizag¢ao formada foi mais fina, e a neoformacao déssea foi mais precoce. Este
fato sugere que a irrigacdo nado somente resfria o tecido, mas também parece

remover possiveis residuos liberados durante a irradiagéo.

Paccione et al. (2001) fizeram um estudo para observar o animal rato como
modelo experimental na cicatrizacdo 6ssea intramembranosa de fraturas no corpo
mandibular. Utilizaram 20 ratos geneticamente modificados, e realizaram a fratura
mandibular com disco diamantado de 3 mm de espessura, sob irrigagcéo, na regiao
entre segundo e terceiros molares inferiores; a fratura foi imobilizada por fixador
externo e 2 pinos. Os espécimes foram avaliados por histologia e imuno-
histoquimica aos 7, 10, 14, 28 dias do pos-operatorio. Entre os 7 e 10 dias,
observaram formacao 6ssea intramembranosa a partir das extremidades dos cortes,
com aumento do numero de pequenos vasos. No 14° dia, as extremidades estavam
em intimo contato; e antes do 28° dia o calo 6sseo estava remodelando ativamente
em todos os espécimes examinados. Os autores concluiram que o modelo rato se

mostrou eficaz para o estudo do reparo 6sseo.

Martins (2001) avaliou histologicamente o reparo 6sseo apds osteotomias
realizadas por fresas cirurgicas e por laser de Er:-YAG em diferentes densidades de
energia. Foram realizadas 2 osteotomias de cada lado do corpo da mandibula de
ratos, totalizando 4 osteotomias por animal. No lado direito, foram realizadas 2
osteotomias na cortical 6ssea com laser de Er:-YAG (400 mJ e 6 Hz) e com fresa
cirurgica. No lado esquerdo, foram realizadas mais 2 osteotomias com laser de
Er:-YAG em diferentes densidades de energia: 300 e 350 mJ, ambas em 6 Hz.
Todas as osteotomias foram feitas sob irrigacdo constante. As osteotomias
realizadas pela fresa apresentaram um reparo 6sseo a partir do enddsteo e do
trabeculado 6sseo remanescente, sendo que aos 45 dias a cortical 0ssea ja se
apresentava estabelecida. Nas osteotomias provocadas pelo laser, o reparo se
iniciou a partir do enddsteo e da superficie externa, houve, no entanto, dano térmico

nas 3 densidades de energia. Apo6s 60 dias a cortical 6ssea ja se apresentava
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estabelecida e as areas danificadas ndo estavam mais presentes. Aos 90 dias de
pos-operatorio o reparo 6sseo foi homogéneo em todos os grupos estudados.

De acordo com Mello e Mello (2001), os lasers de alta poténcia vém sendo
utilizados em procedimentos cirurgicos de tecidos moles e duros. Entretanto, a sua
melhor indicagdo esta na ablagdo dos tecidos duros, tais como: osso, dentina,
esmalte e cemento. O laser de Er:YAG promove ablagao tecidual com pouco dano
térmico, quando usado sob irrigagdo. Nas cirurgias de tecidos duros o laser de
Er:-YAG pode ser utilizado em osteotomias, oferecendo beneficios para o paciente
como a reducdo do sangramento O0sseo durante a osteotomia, e ainda, evita o
desconforto causado pela vibragdo e pressao dos motores convencionais, como a

alta e a baixa-rotagao.

A caracteristica da superficie 6ssea criada pela irradiacao do laser de Er:YAG
€ explicada pela interacao laser de Er:YAG e tecido 6sseo. O feixe de laser de
Er:-YAG promove ablagdo tecidual (vaporizagdo) no seu ponto focal. O laser de
Er:YAG produz uma curva Gaussiana tipica (FIGURA 4). A medida em que o feixe
do laser se afasta do seu ponto focal, perde-se o poder de ablagado tecidual, e
comeca a acontecer fusdo tecidual, mais superficialmente; e carbonizacdo, mais
profundamente (FIGURA 4) (MELLO & MELLO, 2001).

FIGURA 4 - Efeito do feixe Gaussiano do laser de Er:YAG no tecido. Y = eixo do centro do feixe com maior poder de ablagao
(a). A medida em que o feixe se afasta do centro nos eixos Z e X, perde seu poder de ablacéo e o aquecimento produz fusdo
(b) e carbonizagéo (c).

FONTE: MELLO & MELLO (2001).
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Payne et al. (2001) realizaram um estudo para avaliar e comparar
histologicamente o processo de reparo 6sseo em osteotomias feitas por laser no
comprimento de onda de 6,1 um e por serra 6ssea convencional. As osteotomias
foram realizadas em tibias de coelhos. Apds 2 semanas, as osteotomias feitas pela
serra nao mostraram evidéncias de reparo tecidual, enquanto que as realizadas com
o laser estavam preenchidas por osso trabecular e medula éssea. Na 42 semana, os
defeitos provocados pela serra estavam preenchidos por osso trabecular, medula
O0ssea e por uma intensa remodelagdo osteonal proximo a cortical adjacente,
enquanto que os defeitos promovidos pelo laser, na 42 semana, apresentavam um
tecido 6sseo de aspecto maduro. Ao final do experimento, apés 8 semanas, todos
os defeitos de ambos os grupos estavam com o reparo concluido. Os autores
concluiram que nas fases iniciais de reparo, os defeitos promovidos pelo laser

tiveram uma resposta mais rapida a cicatrizacao.

Sasaki et al. (2002a) realizaram um estudo para analisar a ultra-estrutura de
osteotomias preparadas por laser de Er:-YAG, laser de CO; e broca cirurgica. O
experimento consistiu em realizar diferentes osteotomias no osso parietal de ratos,
da seguinte maneira: usando laser Er:-YAG no modo pulsado, sob irrigacdo (100
mJ/pulso, 10 Hz); laser de CO2 no modo continuo, focado, sem irrigacéo, e broca de
aco redonda a 10.000 rpm, sob irrigagdo. As superficies ésseas foram avaliadas
logo apds o seu preparo através da microscopia Optica, microscopia eletronica de
transmissao e espectroscopia Raman. Os resultados mostraram que o laser de
Er:'YAG provocou a formagdo de uma fina camada modificada de tecido, cuja
espessura variou de 13,2 a 30 ym. Essa camada modificada de tecido irradiado era
composta por 2 distintas subcamadas. Uma camada mais superficial que recebeu
mais energia apresentava-se levemente manchada, com estruturas modificadas de
aspecto amorfo e com micro-rachaduras, obtida pelo derretimento e recristalizagao
dos cristais de hidroxiapatitas originais. E outra, mais profunda, abaixo da camada
superficial, que recebeu menos energia, fortemente manchada (escura) e
desorganizada, que sofreu desnaturagao térmica. A osteotomia promovida pela
broca resultou em uma superficie regular, incluindo uma camada alterada de
aproximadamente 6,9 ym, superficialmente constituida por smear layer e mais
profundamente por material de coloragdo escura. O laser de CO,; ndo conseguiu

ablacionar o tecido 6sseo provocando uma extensiva camada danificada e
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carbonizada pelo calor, de aproximadamente 254 uym de espessura. Os autores
concluiram que o laser de Er:YAG provoca uma superficie microirregular, livre de
Smear layer e de produtos toxicos, com pouco dano térmico, visto que a camada
alterada nao passou de 30 ym de espessura. Esse tipo de superficie contribui para
uma maior aderéncia do coagulo e dos elementos do sangue nos estagios iniciais da

cicatrizagao.

Sasaki et al. (2002b) realizaram outro estudo comparativo das caracteristicas
morfolégicas e da composi¢gao quimica das superficies 6sseas da calvaria de ratos
adultos, submetidas a osteotomias de 5 mm extensdo e 2 mm de profundidade,
promovidas pelos lasers de Er:-YAG (modo pulsado, com irrigagdo, duracdo de 2
segundos, 100 mJ/pulso, 10 Hz) e CO, (modo continuo, sem irrigagdo, duragao de 3
segundos, 0,5 a 5 W); e por brocas cirurgicas de ago em baixa rotagdo, sob
irrigacado. Logo apods a cirurgia, os ratos foram mortos e os espécimes submetidos a
analise por MEV e espectroscopia Raman. Na avaliagdo macroscépica, o laser de
Er:-YAG produziu uma ranhura com bordas lisas e precisas; o laser de CO, produziu
uma linha escura carbonizada, e a broca, apenas um defeito rosado. Na MEV, o
grupo do laser de Er:YAG apresentou uma cavidade éssea com bordas bem
definidas, porém, quando em alta magnificagcdo, a borda mostrava-se irregular,
aspera e escamosa, com proje¢des que atuaram com um arcabougo para agregagao
celular e aderéncia tecidual. Foi observado também um fusionamento de particulas
e poros, causado pelo aquecimento e ressolidificacdo da estrutura Ossea, pois
sempre que o laser é usado com irrigagéo, ocorre primeiramente um “amolecimento”
e em seguida uma ressolidificacdo, contudo, ndo foi observada a presenca de
substancias toxicas. O grupo da broca apresentou uma superficie 6ssea com textura
mais homogénea, coberta por uma camada de smear layer (residuos e restos de
debris) e numerosas trincas, essa camada atuou com uma barreira que impediu a
agregacao celular, o que resultou num retardo cicatricial. O laser de CO, provocou
incompletas cavidades Osseas, sem nitidez, produzindo uma extensa area
carbonizada sobre as superficies Osseas. Na avaliagdo da espectroscopia
Raman, o dado mais relevante foi a diferenga da quantidade de dioxido de carbono
nos 3 grupos estudados. Os autores concluiram que a falta de irrigacéo e a alta
densidade de energia do laser de CO, durante as osteotomias resultaram em

carbonizagao da superficie 6ssea, que por sua vez causou desnaturagao proteica, e
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formagdo de produtos téxicos que contribuiram para uma reparagdo ossea
demorada. Afirmaram que o laser de Er:YAG produz uma superficie semelhante ao

feito pela broca, com exceg¢ao de ndo produzir smear layer.

Rupprecht et al. (2003) demonstraram através de um estudo in vitro, a
performance do laser de Er:YAG em realizar osteotomias em cortical 6ssea de
fémures de coelhos e de mandibulas de porcos. Para esse estudo, usaram um
sistema controlador de som que interrompia automaticamente o laser de Er:YAG
quando este atingia o osso medular. Apds analise histolégica dos espécimes, os
autores puderam constatar que o laser de Er:YAG foi eficaz para ablagao de tecido
0sseo, com pouco ou nenhum dano térmico, desde que usado com irrigacdo. O
laser de Er:YAG apresentou uma maior especificidade para ablacdo de tecidos
duros, preservando tecidos moles, desde que se atente para a diferenca de som

emitido pelos diferentes tecidos, durante a ablacao tecidual.

De acordo com Gutknetcht e Paula Eduardo (2004), devido a alta absorgéo da
radiacéo laser de Er:-YAG (2,940 ym) pela agua dos tecidos, a energia do laser é
aproveitada nas camadas superficiais dos tecidos, dessa maneira, praticamente nao
sobra energia para ser transformada em calor, motivo pelo qual o laser ndo promove
dano térmico aos tecidos, mas por outro lado, ndo se observa hemostasia, como
acontece na irradiagdo com outros lasers. A alta afinidade do laser de Er:YAG pela
agua e hidroxiapatita, resulta numa transformagédo termomecanica da energia
oriunda desse tipo de laser, a partir do momento em que incide sobre a superficie de
um tecido duro. A agua contida no tecido se evapora subitamente, esse aumento
brusco do volume da agua promove a ablacdo tecidual. Os autores utilizaram o
laser de Er:-YAG para cirurgia periapical, resseccado do apice radicular e ablagao de
tecido Osseo, regulado em 4 Hz, energia por pulso de 399 a 500 mJ, devido as
vantagens do laser nessas cirurgias, tais como: facilidade no manuseio, excelente

aceitagao pelos pacientes, e pds-operatorio com pouco sangramento, edema e dor.

Pourzarandian et al. (2004) realizaram um estudo comparativo para avaliar o
processo inicial da cicatrizacdo de osteotomias realizadas pelo laser de Er:-YAG,
laser de CO, e broca. Elegeram o osso da calvaria de ratos para realizar as

osteotomias lineares de 5 mm de comprimento. O laser de Er:YAG foi usado com
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irrigacdo (100 mJ/pulso, 10 Hz). O laser de CO, foi utilizado sem irrigacédo, na
poténcia de 4 W. A broca cirurgica foi utilizada em baixa rotagao sob irrigacdo. Os
espécimes foram analisados pela microscopia eletrénica de transmissao, apos 10
minutos, 6 horas, 24 horas, 3 dias, 7 dias e 14 dias do pds-operatério. Os autores
concluiram que o grupo do laser de Er:YAG apresentou uma cicatrizagcdo mais
rapida, com uma sequéncia cronologica regular do reparo 6sseo e uma quantidade
maior de tecido 6sseo neoformado, cerca de 1,65 vezes mais, quando comparado
com os grupos da broca e do CO,. Em relagdo as margens das osteotomias, o
grupo do laser de Er:YAG apresentou uma margem irregular, porém, sem
carbonizagao e sem smear layer, havia apenas uma camada alterada de tecido de
20,6 ym de espessura. No grupo da broca, as margens do preparo eram mais
regulares e lisas, porém, com uma camada fina de smear layer, de espessura
aproximada de 7,8 um. No grupo do laser de CO, as margens revelaram uma
camada espessa de carbonizagcdo em toda a sua extensao, em torno de 248 ym de
espessura; o0 0sso circundante sofreu uma zona de necrose térmica, mesmo apds o0s
14 dias de acompanhamento, a zona de carbonizacdo ainda estava presente. Os
autores afirmaram que o tratamento com o laser de Er:YAG pode ser vantajoso para
o reparo 6sseo, provavelmente, por favorecer aderéncia celular, devido a formacéao
de uma superficie com micro-irregularidades e pela auséncia de carbonizagéo e de
smear layer, e também, pelo fato de que durante a ablagdo, uma quantidade de
energia nao conhecida de laser de baixa poténcia é liberada, promovendo

bioestimulacao local.

Lee (2005) demonstrou uma técnica alternativa para osteotomias, utilizando o
laser de Er;Cr:YSGG. As osteotomias foram realizadas em 27 pacientes para
remogao de enxertos 6sseos monocorticais do ramo mandibular. O laser foi utilizado
no modo pulsado (6 W e 20 Hz), com irrigacdo. Dos 27 enxertos removidos, 11
foram submetidos a analise histoldégica. Os achados histolégicos revelaram um o0sso

lamelar vital nas margens das osteotomias produzidas pela ablagéo do laser.

Pourzarandian et al. (2005) demonstraram o efeito da irradiagdo com laser de
Er:-YAG em cultura de fibroblastos humanos provenientes do periodonto aderido a
pré-molares que foram extraidos por indicacédo ortodéntica. A irradiacdo com laser
de Er:YAG (2,94 ym; 30 Hz; 30 a 350 mJ/pulso) foi realizada a uma distancia de 15
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cm dos discos que continham os fibroblastos e em 4 diferentes densidades de
energia: 1,68 Jicm?; 2,35 Jicm?; 3,37 Jicm?; 5,0 J/cm?. As culturas foram analisadas
apoés 24 horas e 3 dias da irradiagao, através da microscopia éptica e microscopia
eletrénica de transmissdo. Os resultados mostraram que somente quando foi usado
o laser de Er:'YAG na densidade de energia de 3,37 J/cm? houve diferenca
significativa do aumento do numero de fibroblastos e do seu metabolismo celular,
resultando em maior secregao de colageno e mitoses. Algumas organelas dessas
células irradiadas apresentavam-se mais proeminentes, como as mitocdndrias e o

complexo de Golgi.

2.5 LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA (LLLT)

Devido ao fato de alguns lasers de alta poténcia produzirem radiagdo em
pulsos muito curtos e pelo fato de operarem em partes invisiveis do espectro, o laser
de He-Ne no vermelho visivel, operando em baixa poténcia, foi introduzido aos
equipamentos, na tentativa de solucionar o problema da mira dos lasers de alta
poténcia. A partir dai, alguns grupos de pesquisas, incluindo o do professor Endre
Mester, em Budapeste, iniciaram os estudos sobre os efeitos bioldgicos e clinicos do
laser de baixa poténcia (BAXTER et al., 1994).

De acordo com Lirani (2004), o professor Mester e seus colaboradores, na
década de 80, iniciaram uma série de estudos em células isoladas de animais sobre
o efeito carcinogénico dos lasers de He-Ne (632,8 nm) e argdnio em baixa poténcia.
Em um desses experimentos, Mester utilizou o laser de He-Ne para irradiar
carcinomas em ratos, esperando obter uma exacerbacdo no crescimento dos
tumores, no entanto, os tumores nao foram estimulados, mas, surpreendentemente,
as areas dos animais que sofreram tricotomia tiveram um crescimento de pélos mais
rapido do que os animais que nao receberam a irradiagdo. Em seguida, utilizaram o
laser para estimulo em feridas induzidas em animais, encontrando resultados
positivos na cicatrizacdo. Baseado no sucesso de suas pesquisas experimentais,
Mester comecou a utilizar o laser de He-Ne no tratamento de pacientes com feridas

crbnicas de varias etiologias que nao respondiam a outros tratamentos, os
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resultados, nesses pacientes, mostraram a primeira evidéncia da bioestimulagéo do
laser de baixa poténcia em humanos. A partir deste trabalho pioneiro, outras
pesquisas foram realizadas em paises da Europa Ocidental, China e Unido Soviética

popularizando o laser de baixa poténcia como modalidade terapéutica nesses locais.

Trelles e Mayayo (1987) utilizaram o laser de baixa poténcia He-Ne (632 nm,
4 mW, 2,4 J/cmz) divididos em 12 aplicacdes, a fim de promover bioestimulagéo do
reparo 0sseo de fraturas produzidas em tibias de ratos. Através da microscopia
Optica os autores observaram que os animais que receberam o laser apresentaram
um significativo aumento da vascularizagao local e uma rapida reparacédo 6ssea,

quando comparada com os animais que nao foram irradiados.

Takeda (1988) utilizou o laser de baixa poténcia GaAlAs, no infra-vermelho,
em animais com periodontite. Foi realizada apenas uma aplicacdo (25 mW/cm? e 20
J/cmz). Os resultados mostraram uma proliferagao acentuada de fibroblastos e uma

deposicdo maior de tecido ostedide nos animais que receberem a laserterapia.

A laserterapia de baixa poténcia (GaAlAs) é capaz de penetrar cerca de 10
mm nos tecidos sem causar alteragdo térmica significante. Essa irradiagdo parece
acelerar a cicatrizagao, através da proliferacdo de fibroblastos e depdsito de

ostedide em alvéolos pds-exodontias (WALSH, 1992).

Barushka, Yaakobi e Oron (1995) utilizaram o laser de He-Ne, na poténcia de
6 mW, numa dose de 31 J/cm?, durante aproximadamente 3 minutos, em defeitos
O0sseos produzidos na tibia de ratos, no 5° e 6° dia do pds-operatério. Os autores
observaram que a laserterapia de baixa poténcia provocou um aumento do numero
de osteoblastos, aumento dos niveis de fosfatase alcalina, e uma reparagao éssea
mais rapida do que os animais que nao receberam o tratamento com o laser de

baixa poténcia.

Para Andreu e Zaldivar (1996), o laser de baixa poténcia quando utilizado em
baixas doses estimula a proliferacao proliferacdo de osteoblastos, proliferagcdo de

vasos sanguineos, aumento da producdo de colageno e da enzima fosfatase
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alcalina. Advertem que se o laser de baixa poténcia for usado em altas doses leva a

degeneracgao celular com prejuizos a cicatrizagao.

Rigau (1996) analisando o efeito do laser de baixa poténcia sobre a
cicatrizagdo de feridas pbde verificar um aumento da sintese de colageno e uma
resposta diferenciada dos mastocitos e de mediadores biolégicos durante o inicio da
fase inflamatéria, com consequente aumento da permeabilidade vascular e
regulacdo da migracao linfocitaria local, fatores esses que levam uma reparagao

tecidual mais rapida nos periodos iniciais.

David et al. (1996) mostraram que o laser de baixa poténcia He-Ne (632,8 nm,
10 mW, 56 J/cmz) nao acelerou o processo de reparo em fratura de tibia realizada
em ratos. Nenhuma mudanga significativa foi observada na evolugdo do reparo
0sseo em relagdo ao grupo controle, todos os grupos tiveram uma cicatrizagao

dentro dos parametros normais.

Saito e Shimizu (1997) realizaram um estudo experimental em ratos para
observar a influéncia do laser de baixa poténcia no reparo 6sseo apds a cirurgia de
expansdo transversal da maxila. O laser utilizado foi o GaAlAs (830 nm, modo
continuo, 100 mW, DE 126 a 420 J/cm?). As irradiacdes foram realizadas somente
no dia da cirurgia e nos 3 primeiros dias do pods-operatorio. Os resultados
mostraram que a neoformagao 6ssea e a maturagao das trabéculas dsseas foram
mais expressivas quando o laser foi aplicado precocemente nos primeiros dias do
pos-operatorio. O laser usado somente em uma sessdo ndo mostrou diferenca de
resultado com o grupo controle. Os autores concluiram que a regeneracao Ossea
nao somente depende da dose aplicada, mas também do intervalo de tempo das

aplicagdes.

A LLLT age principalmente sobre organelas celulares, mitocondrias e
membrana, gerando aumento de ATP e modificando o transporte idnico. Acredita-se
que existem fotorreceptores celulares sensiveis a determinados comprimentos de
onda que, ao absorverem fotons, desencadeiam reacdes quimicas. Desta forma a
LLLT acelera a sintese de ATP (glicélise e oxidagao fosforilativa) e a transcrigdo e a
replicacédo do DNA (KARU, 1998).
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Luger et al. (1998) avaliaram o efeito do laser de baixa poténcia He-Ne (632,8
nm, 35 mW) no reparo 6sseo de fraturas de tibias de ratos. O laser foi aplicado
diariamente por 30 minutos, durante 14 dias. Os resultados obtidos através de
métodos biomecanicos mostraram que o laser melhorou a regeneragdo éssea, as
tibias fraturadas que receberam o laser, mostraram-se mais resistentes a carga
exercida em N/mm? do que aquelas que ndo foram irradiadas. Os autores
concluiram que a diferenca de resultados entre os grupos pode ser devido as
caracteristicas do calo ésseo formado. O grupo controle apresentou um calo 6sseo
fibrocartilaginoso, enquanto que o grupo do laser apresentou um calo 6sseo mais

maduro e resistente.

Lizarelli, Lamano-Carvalho, Brentegani (1999) descreveram que as respostas
bioldégicas das células ao laser nos comprimentos de onda no visivel e no infra-
vermelho préximo sao resultantes de mudancas fisicas e/ou quimicas em moléculas

fotorrecepotoras em organelas de mitocondrias.

Kawasaki e Shimizu (2000) utilizaram o laser de baixa poténcia para
bioestimular a formagao 6ssea numa area de tensédo provocada pela movimentagao
ortodéntica de dentes molares em ratos. O laser utilizado foi o GaAlAs (830 nm, no
modo continuo, 100 mW, 54 J/cm?) aplicado em 12 dias do experimento. Os
resultaram evidenciaram que no grupo irradiado, a proliferagao celular no lado da
tensdo e o numero de osteoclastos no lado da pressao ortodbntica foram
significativamente maiores do que no grupo ndo irradiado. Esses achados sugerem
que o laser de baixa poténcia pode acelerar a remodelacédo dssea alveolar durante o

tratamento ortodoéntico.

Dértbudak, Haas e Mailath-Pokorny (2000) utilizaram o laser de diodo em
baixa poténcia (690 nm, modo continuo, 3 aplicagdes de 1,6 J/cmz) na estimulagao
in vitro de cultura de osteoblastos obtidos de fémures de ratos jovens. Os resultados
foram analisados apds 8, 12 e 16 dias, e demonstraram que o grupo irradiado
revelou um depdsito celular significativamente maior, cerca de 10 a 15%, quando
comparado com o grupo controle. Os autores concluiram que o laser resultou em um

efeito de bioestimulacao celular in vitro.
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Segundo Mello e Mello (2001), o laser terapéutico produz efeito biolégico em
nivel celular, na estimulacdo seletiva das mitocéndrias, o que determinara um
significativo aumento na produg&o de energia celular, além de proporcionar aumento
da atividade fibroblastica, melhoria da defesa do organismo, diminuicdo da dor e
edema poés-operatoérios. Os lasers de baixa poténcia atualmente utilizados na pratica
clinica sdo o GaAlAs, no comprimento de onda entre 660 e 930 nm; e o laser de He-
Ne, no comprimento de onda entre 540 e 632,8 nm. Os autores indicam uma
dosimetria do laser de baixa poténcia para acgéo bioestimulante de 3 a 6 mJ/cm? por

aplicacéo.

Guzzardella et al. (2002) avaliaram a influéncia do laser de baixa poténcia no
reparo 6sseo de defeitos criados em fémures de ratos que foram mantidos em meio
de cultura por 21 dias. O laser de GaAlAs, no comprimento de onda de 780 nm, foi
utilizado na poténcia de 1 W, média de repeti¢cao por pulso de 300 Hz, dosimetria de
300 J/cm?, as aplicagdes foram feitas diariamente por 10 dias. Os resultados deste
estudo in vitro indicaram que apos 21 dias houve um significativo aumento do
metabolismo celular e da regeneragao tecidual quando comparado com o grupo
controle, sugerindo que o laser de baixa poténcia produziu um efeito positivo na

estimulacdo do tecido ésseo.

Carvalho et al. (2002) relataram que tratamentos nao farmacoldgicos, tais
como: ultra-som, estimulagao elétrica, e laser, podem contribuir para aumento da
massa 0ssea ou no estimulo da osteogénese. O laser de baixa poténcia produz
uma radiagdo que € absorvida pelo tecido provocando efeitos diretos (bioquimicos,
bioelétricos, bioenergéticos) e efeitos indiretos (estimulo da microcirculagao, trofismo

celular, efeitos analgésico e antiinflamatério) que estimulam a osteogénese.

Silva Junior et al. (2002) aplicaram laser de baixa poténcia em defeitos
6sseos de 1 cm? produzidos em fémures de ratos adultos. O laser de diodo no
comprimento de onda de 830 nm foi usado na poténcia de 40 mW, nas doses totais
de 14,4 Jicm? e 57,6 J/lcm?, divididas em 3 aplicacdes durante a 12 semana do pds-
operatorio. Os resultados alcangados apods 7 dias, mostraram uma significativa
diferenca nas areas de mineralizagdo entre o grupo controle e os grupos

experimentais. O laser promoveu uma quantidade maior de tecido neoformado,
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contudo, aos 28 dias essa diferenga nao foi significativa. Os autores concluiram que
o laser de baixa poténcia produz um efeito biomodulador nos estagios iniciais do

reparo 0sseo.

Navratil e Kymplova (2002) relataram que a bioestimulagdo produzida por
lasers de baixa poténcia esta relacionada a ativagado da cadeia respiratoria celular,
através do aumento da concentragao de adenosina trifosfato, adenosina difostato e
adenosina monofosfato. Esse aumento de energia celular leva a uma replicagéo
acelerada do DNA mitocondrial e da mitose celular, resultando em um efeito de

bioestimulagao tecidual.

Blay et al. (2002) realizaram um estudo visando determinar a influéncia do
laser de baixa poténcia no processo de osseointegracédo de implantes instalados em
tibias de coelhos. Foram utilizados lasers nos comprimentos de onda de 830 e 680
nm, dosimetria total de 40 J/icm?. Apds 3 e 6 semanas do pds-operatério, os
espécimes foram avaliados através do método do torque de remogao e frequéncia
de ressonancia. Os resultados demonstraram que houve diferenga significativa para
mais em relacdo aos valores de frequéncia de ressonancia e de torque de remocéao
entre os grupos irradiados e o grupo controle. Os autores concluiram que a

laserterapia melhorou o grau de osseointegragédo dos implantes.

Gerbi et al. (2002) relataram que o laser de diodo no comprimento de onda de
830 nm apresenta uma série de beneficios quando usado no pds-operatdrio, tais
como: efeito analgésico, através da liberagdo de beta-endorfinas; efeito
antiinflamatério, pela modulagdo da enzima prostaglandina, e reparagao tecidual

acelerada, por aumento de ATP celular.

Merli, Faloppa e Santos (2002) avaliaram a agédo do laser de baixa poténcia
(GaAlAs, 670 nm, 15 J/cm?) no reparo 6sseo de defeitos de 2 mm de diametro,
provocados por broca cirurgica em fémures de ratos. O grupo experimental, aos 14
dias, mostrou uma diferenca significativamente maior da area 6ssea neoformada do

que no grupo controle. O laser teve agao positiva na reparagao ossea.
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Segundo Ribeiro e Zezzel (2003), a acdo do laser de baixa intensidade é
baseada em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobioldgicos nas células e nos
tecidos debilitados. A fototerapia conduz a mudangas fotoquimicas nos
fotorreceptores das mitocéndrias, que alteram o metabolismo, conduzindo a
transducao (transferéncia de energia de um sistema para outro), que finalmente
levam a uma fotorresposta (biomodulagdo). Provavelmente, desencadeando
eventos em cascata na cadeia respiratoria celular. A partir desses mecanismos,
alguns efeitos bioldégicos sdo associados a laserterapia: crescimento celular em

tecidos conjuntivo, 6sseo e tendinoso; regeneragao celular e efeito antiinflamataorio.

Pugliese et al. (2003) avaliaram a influéncia do laser GaAlAs (670 nm, 9 mW,
4 e 8 Jlcm?) sobre ferimentos cutdneos no dorso de ratos. Os resultados
histolégicos mostraram que o laser contribuiu para uma maior expressao de fibras
colagenas e elasticas durante o processo cicatricial. No tratamento com dosimetria
de 4 J/cm?, os resultados foram melhores do que os observados na dosimetria de 8

Jiem?.

Marino et al. (2003) promoveram um estudo para avaliar os efeitos do laser
terapéutico de baixa poténcia (GaAlAs, 830 nm, 60 mW, modo continuo, dosimetria
de 5, 20, 50 J/cm?) em defeitos dsseos de 1,5 mm de diametro criados em tibias de
ratos. Os resultados da analise histomorfolégica, ao final do 7° dia do pods-
operatério, demonstraram melhor evolugdo do processo de reparagao tecidual no
grupo que recebeu a dose de 50 Jicm? comparativamente com os demais grupos.
Os resultados sugeriram que a laserterapia de baixa poténcia em doses maiores

favoreceu positivamente o processo de reparo 6sseo durante os estagios iniciais.

Ueda e Shimizu (2003) fizeram um estudo in vitro com o proposito de
determinar o efeito do laser de baixa poténcia (GaAlAs, 830 nm, 500 mW, dosimetria
de 0,48 a 3,84 J/cm?, nos modos pulsado e continuo) sobre a proliferacdo de células
precursoras de osteoblastos, provenientes da calvaria de fetos de ratos, e ainda,
sobre a formacao 0ssea e os niveis de fosfatase alcalina a partir dessas células. Os
resultados de todos os grupos irradiados, sobretudo, nos grupos que utilizaram o

laser pulsado numa baixa frequéncia (1 e 2 Hz), demonstraram resultados melhores,
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tais como: significativo aumento da proliferacdo celular e da atividade da enzima

fosfatase alcalina.

Pinheiro et al. (2003) realizaram um estudo para avaliar o efeito do laser de
baixa poténcia GaAlAs (830 nm, 40 mW) no processo de reparo 6sseo em defeitos
0sseos criados em fémures de ratos. As cavidades 6sseas foram enxertadas com
0sso inorganico bovino e recobertas com membrana de osso cortical bovino
descalcificado. Os defeitos receberam uma dose de energia total de 112 J/cm?. Os
resultados avaliados apods 15, 21 e 30 dias, mostraram que a LLLT exerceu um
efeito positivo na biomodulagado do reparo ésseo nesses defeitos, independente do

uso ou nao da membrana éssea bovina.

Nicolau et al. (2003) avaliaram a agado do laser de baixa poténcia GaAlAs,
comprimento de onda de 660 nm, em defeitos 6ésseos criados em fémures de ratos.
O laser foi aplicado em dias alternados até o 8° dia do pés-operatério. Apos
avaliagao histomorfométrica os autores observaram que o laser de baixa poténcia
aumentou tanto a atividade dos osteoclastos como a dos osteoblastos, levando a

concluir que o LLLT pode acelerar a fase inicial do reparo ésseo.

Garavello-Freitas et al. (2003) observaram a influéncia do laser de baixa
poténcia HeNe, comprimento de onda de 633 nm, no reparo 6sseo de defeitos
produzidos na tibia de 36 ratos Wistar. Os resultados mostraram que na 1% semana
do pos-operatorio, a LLLT estimulou a neoformacéo de trabéculas 6sseas e também
a invasao de osteoclastos. Enquanto que na 22 semana, houve um decréscimo do
numero de trabéculas 6sseas. Os autores concluiram que o numero de osteoclastos
foi influenciado pela agcao biomoduladora do laser de baixa poténcia durante a fase

inicial do reparo.

Apesar da LLLT ter boa aceitagao sobre os efeitos bioestimulantes no reparo
de tecidos em paises como o Brasil, bem como, na Europa e Asia, a FDA norte
americana, ainda nao reconhece a ag¢ao bioestimuladora do laser de baixa poténcia,
no reparo 6sseo. Atualmente, a FDA aprova o uso do laser de baixa poténcia

somente como auxiliar no tratamento de dor crénica no pescoco; dor no ombro de
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origem musculo-esquelética; dor na mao e punho associada a sindrome do tunel do
carpo (LASER WORLD, 2004).

Garavello, Baranauskas, Cruz-Hofling (2004) avaliaram a influéncia do laser
de baixa poténcia He-Ne, comprimento de onda de 633 nm, na formacado de vasos
sanguineos em areas de regeneragao 6ssea. Foram criados defeitos 6sseos de 1,6
mm de didmetro na tibia de 24 ratos adultos jovens, que foram irradiados
diariamente pelo laser. Os autores observaram que apos o 8° dia do pds-operatério,
o laser acelerou o depdsito de matriz 6ssea e aumentou significativamente o niumero

de vasos sanguineos neoformados.

Khadra et al. (2004a) avaliaram o efeito da laserterapia de baixa poténcia,
utilizando o laser de diodo GaAlAs no reparo 6sseo de defeitos dsseos de
aproximadamente 2,7 mm de diametro, criados na calvaria de ratos. No grupo
experimental, foram realizados 2 defeitos em cada lado do osso parietal, e irradiados
pelo laser de diodo por contato (830 nm, 75 mW, dosimetria total de 23 J/cm?). Os
resultados mostraram que em todos os periodos observados, 14 e 28 dias, o grupo
experimental apresentou um numero de vasos sanguineos e tecido conjuntivo

fibroso significativamente maior do que o grupo controle.

Khadra et al. (2004b) investigaram a acao da laserterapia de baixa poténcia
na reparagao o0ssea de implantes de titanio instalados em tibias de coelhos. Discos
de titdnio com superficie tratada por plasma de didéxido de titanio de
aproximadamente 6,25 mm de diametro e 1,95 mm de comprimento foram inseridos
nas tibias direita e esquerda, recobertos por membrana de politetrafluoretileno. O
grupo experimental foi irradiado pelo laser de diodo, por contato (830 nm, 75 mW).
O tratamento com laser foi iniciado logo apds a cirurgia e seguido por 10 dias
consecutivos, totalizando uma dosimetria de 23 J/cm?. A andlise histomorfométrica
mostrou apdés 8 semanas, que o grupo irradiado teve um contato implante/osso de
10% a mais do que o grupo controle. A porcentagem de calcio e fosforo foi
praticamente 2 vezes maior do que no grupo controle. Os autores concluiram que o
laser de baixa poténcia acelera o processo de reparo 6sseo ao redor de implantes

intra-6sseos.
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Rochkind et al. (2004) investigaram a eficiéncia da terapéutica da irradiagcao
do laser e do osso organico bovino Bio-Oss na reparagao de lesbes Osseas
produzidas por brocas de 3 mm de didmetro em processos alveolares de 29 ratos
machos Wistar. O laser usado foi He-Ne (632,8 nm; 35 mW) aplicado diariamente
por 20 minutos, durante 14 dias. Apds 2 semanas, as pecas Osseas foram
analisados pela técnica de espectroscopia no infra-vermelho e por um indice de
mineralizagdo. O indice de mineralizagdo foi maior no grupo em que foi utilizado o
Bio-Oss em combinagdo com a LLLT, seguidos pelo grupo que recebeu somente o
laser, depois pelo grupo que recebeu somente o Bio-Oss e finalmente pelo grupo
controle. Os autores concluiram que o laser de baixa poténcia acelerou a reparacao

0ssea quando utilizado sozinho ou em combinagdo com enxerto organico bovino.

Stein et al. (2005) realizaram um estudo para avaliar o efeito do laser de baixa
poténcia em cultura de osteoblastos humanos. O laser de He-Ne (632,8 nm, 10
mW) foi utilizado em 2 sessbes. Os resultados obtidos apos 24 e 48 horas apos a 22
aplicacdo do laser, demonstraram um aumento significativo de 31 a 58% na
sobrevivéncia das células. Obtiveram um aumento em dobro da atividade e
expressao dos marcadores osteogénicos utilizados no estudo, tais como: fosfatase
alcalina, osteopontina, sialoproteina 6ssea. Os autores concluiram que o laser

promoveu proliferagcdo e maturagao de osteoblastos humanos in vitro.

Ihsan (2005) utilizaram a LLLT para avaliar os efeitos na microcirculagéo e na
circulagao colateral quando um vaso sanguineo era ocluido cirurgicamente. Artérias
femurais de coelhos foram ocluidas por acesso cirurgico, e a regido operada
recebeu aplicagbes diarias (10 minutos/sessao) de laser de GaAlAs (904 nm, 10
mW). Os resultados analisados desde as primeiras 4 horas e até 48 horas pos-
cirurgicas, mostraram um aumento significativo e rapido dos niveis séricos de
adenosina, horménio do crescimento e do fator de crescimento de fibroblastos.

Houve também aumento da neoformagao de vasos sanglineos na area operada.

Merli et al. (2005) avaliaram a ac&o do laser de baixa poténcia GaAlAs no
reparo 6sseo de osteotomias realizadas em fémures de 20 ratos. As osteotomias
foram feitas em ambos os fémures dos animais. O grupo experimental foi irradiado

por 3 aplicagdes em dias alternados. Os resultados obtidos através da analise
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histomorfométrica revelaram uma rapida neoformacao 6ssea nas osteotomias que

receberam a LLLT comparativamente com o grupo néo foi irradiado.

Mateos (2005) destaca os efeitos analgésico, antiiflamatério e bioestimulador
do laser de baixa poténcia. Os efeitos analgésico e antiinflamatério parecem estar
relacionados com o aumento sérico da produgdao de beta-endorfinas (mediador
natural produzido pelo organismo para reduzir a dor), e localmente, pela inibicdo da
liberagdo do acido araquiddnico (substancia produzida a partir de lesbes celulares,
que gera metabdlitos que interagem com os receptores da dor). A LLLT também
tem seu efeito bioestimulador por acelerar os processos de reproducido e reparo
celular pelo estimulo da sintese de DNA e RNA (bases da multiplicagédo celular), e

pela produgao de ATP (energia celular).
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3 METODOLOGIA

3.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

O presente estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Pesquisa Experimental do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (ANEXO A)
e com as Normas para a Pratica Didatico-Cientifica de Vivisseccdo de Animais,
previstas na lei 6638/08 de maio de 1979 (ANEXO B). Esta pesquisa foi aprovada
pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS em 03
de junho de 2004, protocolado sob o n° 0034/04 (ANEXO C).

3.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi desenvolvida dentro do paradigma tradicional, tendo como

abordagem um estudo descritivo relacional (ENGERS, 1994).

3.3 PROBLEMAS

e Quais as caracteristicas histologicas da superficie 6ssea criada pela ablagao

com o laser de Er:-YAG e pela broca cirurgica?

e Quais as caracteristicas histolégicas do processo de reparo apds as

osteotomias promovidas pelo laser de Er:YAG e pela broca?

e Qual dos comprimentos de onda do laser de baixa poténcia, 685 nm ou 830

nm, influencia o processo de reparacao tecidual apos as osteotomias?
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3.4 HIPOTESES

e O laser de Er:YAG e a broca cirurgica promovem osteotomias com pouco ou

nenhum dano tecidual na superficie dssea.

e O processo de reparo 6sseo das osteotomias promovidas pelo laser de
Er:YAG apresenta caracteristicas histoldgicas diferentes das produzidas pela

broca cirurgica em baixa rotagao.

e O uso de ambos os comprimentos de onda do laser de baixa poténcia, 685 e

830 nm, influencia o processo de reparo ésseo.

3.5 VARIAVEIS

o DEPENDENTE

o reparo 6sseo

e INDEPENDENTES
o Osteotomia realizada pelo laser Er:YAG (2,94 um)
o Osteotomia realizada pela broca em baixa rotagao
o Laserterapia de baixa poténcia nos comprimentos de onda de 685

nm e 830nm

3.6 POPULAGAO E GRUPOS

A populacdo investigada neste estudo foi a de 54 ratos albinos machos
(Rattus norvegicus albinus), linhagem Wistar, saudaveis, adultos jovens, com peso
corporeo meédio de 270 gramas e idade média de 4 meses, procedentes do Biotério
Central da Universidade Federal de Sao Paulo, Faculdade de Medicina. A pesquisa
foi realizada no Biotério de Experimentagdo Animal do IP&D, UNIVAP, S&do José dos
Campos/SP, onde os animais passaram por um periodo de ambientacao de 7 dias
(ANEXO D).
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Os animais foram mantidos sob luz natural em ambiente sem ruidos nocivos,
respeitando a relacdo dia/noite e temperatura ambiente em torno de 23°C. Durante
o periodo experimental os animais foram tratados diariamente com alimentagéo

sélida (Socil ®)' e agua ad libitum.

Foram mantidos em gaiolas plasticas com cobertura metalica e assoalho
forrado com serragem de pinho peneirada. As gaiolas eram lavadas com agua e
sabao neutro a cada 48 horas com troca da serragem. As gaiolas também foram

devidamente identificadas de acordo com o numero de identificacdo dos animais.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, por meio de sorteio simples, e
identificados por numeros de 1 a 54, para tanto, utilizou-se marcacdo com caneta de

tinta para transparéncia em retroprojetor na cauda de cada animal (FIGURA 5).

Os 54 animais foram divididos em 6 grupos, de acordo com a técnica utilizada, e

em 3 sub-grupos conforme a época de morte dos animais: 7, 14 e 21 dias (QUADRO

1),

FIGURA 5 —Animal identificado numericamente na cauda (seta).

'Rac&o Socil ®Guyomarch, SGH Industria e Comércio, Sdo Paulo, SP.
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QUADRO 1 - Distribuigdo dos grupos conforme a técnica utilizada e época da morte dos animais.

MORTE DOS ANIMAIS Ne
GRUPOS PROCEDIMENTOS ANIMAIS
7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS POR
GRUPO
1 Osteotomia com Laser Er:-YAG 3 3 3 9
2 Osteotomia com Laser Er:-YAG +
LLLT de 685 nm 3 3 3 9
3 Osteotomia com Laser Er:YAG +
LLLT de 830 nm
Osteotomia com Broca em Baixa Rotagao 3 3
Osteotomia com Broca em Baixa Rotagao
+ LLLT de 685 nm 3 3 3 9
6 Osteotomia com Broca em Baixa Rotagado
+ LLLT de 830 nm 3 3 3 9
TOTAL 54

FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

3.7 TECNICA CIRURGICA

Previamente ao ato cirurgico os animais foram deixados em jejum por 4 horas,
pesados em balanga de preciséo para, entdo, serem submetidos a anestesia geral
por injecao intra-peritonial de solugdo de tiletamina e zolazepam (Zoletil® 50)2 na
dose de 50 mg/kg de peso, equivalente a 0,1 ml para cada 100 mg de peso. As
injecbes foram realizadas com seringa e agulha de insulina de 8 mm de

comprimento e 0,3 mm de diametro (BD Ultra Fine ™).

Comprovado o efeito anestésico, o animal foi posicionado em decubito dorsal.
Procedeu-se a tricotomia na porgao ventral da tibia direita, seguida de anti-sepsia
com digluconato de clorexidina 2% (Sommacare®)* e secagem da area com gaze
cirurgica estéril (FIGURA 6).

?Zoletil® 50, Virbac do Brasil Industria e Comércio LTDA, Sao Paulo, SP. Paulo, SP.
® BD Ultra Fine ™, Becton Dickinson Industrias Cirtrgicas Ltda, Curitiba, PR.
* Sommacare®, L.M. Farma IndUstria e Comércio Ltda, Sdo José dos Campos, SP.
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FIGURA 6 —Tricotomia sobre a perna direita do animal.

Uma inciséo linear de aproximadamente 20 mm de extensao, incluindo pele,
musculo e peridsteo foi realizada na porgao ventral da tibia. Utilizou-se Iamina de

bisturi n° 15 (Free-Bac®)® montada em cabo de bisturi Bard-Parker n° 3.

O periosteo foi descolado utilizando o descolador de Freer, sendo afastado
juntamente com os demais tecidos moles por meio de afastadores de Sean-Miiller,

para exposicao da superficie ventral da tibia (FIGURA 7).

FIGURA 7 — Afastamento e exposig¢éo da tibia.

®Free-Bac®, Campinas, SP, Brasil.
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As osteotomias foram realizadas na por¢cdo medial da tibia, criando cavidades
de 2 mm de didametro e profundidade, envolvendo a cortical éssea e a medular

ossea.

Nos grupos 1, 2 e 3 realizou-se osteotomias com laser de Er:'YAG, da

seguinta maneira:

e Utilizou-se o laser de Er:-YAG (Twinlight Laser Dental®)®, previamente
calibrado (ANEXO E); comprimento de onda de 2,94 pym, no modo
pulsado (Q-switch), no ponto focal determinado pelo laser guia (laser
de diodo, 670 nm, < 1 mW), na freqiéncia de 10 Hz, 500 mJ, sob
sistema de refrigeracdo do proprio aparelho que utiliza agua destilada
(FIGURAS 8, 9, 10).

FIGURA 8 — Aparelho Twinlight Laser Dental®.

® Aparelho Twinlight Laser Dental®, Fotona, Eslovénia
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FIGURA 9 — (A) Peca de méo do aparelho Twinlight Laser Dental®. (B) Laser guia. (C) Sistema de refrigeragéo.

FIGURA 10 — Osteotomia realizada pelo laser de Er:YAG.
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Para a realizagdo das osteotomias com laser de Er:-YAG foram seguidas as
normas de biosseguranga para uso de equipamentos a laser. Oculos especificos de
protecao para laser de Er:YAG foram usados por todos os operadores envolvidos
nos procedimentos. Além do EPI completo: avental cirdrgico, gorro, mascara de

protecao, luvas cirurgicas.

Nos grupos 4, 5 e 6, foram realizadas osteotomias com broca cirurgica em

baixa rotagdo, da seguinte maneira:

 Utilizou-se o motor cirdrgico eletrénico modelo OsseoCare™ (Branemark
System®)” e contra-angulo modelo DEA 035N 16:1 (Branemark
System®)’, na rotagdo de 1.500 rpm, com auxilio de broca esférica de aco
inox cirdrgico de 2 mm de diametro (SIN®)®, sob constante irrigagdo de
agua destilada na pressdo manual, com auxilio de seringa de 20 ml e
agulha 40x12 (BD®)® descartaveis (FIGURAS 11, 12).

T s T e
FRE 02 - Fresa Esférica 2.0mm
Didmetro de 2mm

FIGURA 11 - Broca cirdrgica utilizada nos grupos 4, 5 e 6.

FIGURA 12 — Osteotomia feita pela broca em baixa rotagao.

"Branemark System®, Nobel Biocare, Géteborg, Sweden.
8 SIN®, Sistema de Implantes Nacional, Sdo Paulo.
° BD®, Curitiba, PR, Brasil.
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Imediatamente apds o término das osteotomias, foi realizada uma abundante
irrigagdo com soro fisiolc')gicom, a fim de promover uma limpeza na area operada e
remover residuos organicos. Em seguida, procedeu-se a sutura com pontos simples

interrompidos em um s6 plano, utilizando fio de nylon 4.0"" (FIGURA 13).

FIGURA 13 - Sutura com pontos simples interrompidos.

3.8 APLICAGAO DO LASER DE BAIXA POTENCIA

Os animais dos grupos 2, 3, 5 e 6 receberam tratamento com laser de baixa
poténcia, sendo utilizado o aparelho Photon Lase®'?, meio ativo InGaAIP e GaAlAs,
na poténcia de 35 mW, modo continuo, por 115 segundos (FIGURA 14),
previamente calibrado (ANEXO F).

®Soro fisioldgico, cloreto de sédio a 0,9%, Laboratério Sanobiol LTDA, Pouso Alegre, MG, Brasi.
"'Fio de nylon 4.0, agulha cortante, % circulo, 1,7 cm, Shalon, Goiania, Goias, Brasil.
"2 Aparelho Photon Lase®, DMC Equipamentos Ltda, S3o Carlos, SP.
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FIGURA 14 - Aparelho de laser de baixa poténcia Photon Lase®.

Para o calculo do tempo de irradiagao do laser (t) em segundos, utilizou-se a

seguinte férmula:

t=DExA ,
P DE = densidade de energia em J/cm*
A = drea a ser irradiada em cm?
P = poténcia médiaem W
t=4 x1 = 114,28 = 115 segundos
35x10°

Os parametros para aplicagao do LLLT estao descritos nos quadros 2 e 3.

QUADRO 2 — Parametros de irradiagéo usados nos grupos 2 e 5.

PARAMETROS DE IRRADIACAO VALORES
Densidade de Energia 4 Jlcm®
Poténcia 35mW
Comprimento de Onda 685 nm
Area irradiada 1cm’
Emissao do feixe de laser Continuo
Tempo de Aplicagao 115 segundos
Numero de aplicagdes 4 aplicagoes em dias alternados
Dosimetria Total 16 Jicm®

FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Poés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.
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QUADRO 3 — Pardmetros de irradiagdo usados nos grupos 3 e 6.

PARAMETROS DE IRRADIACAO VALORES
Densidade de Energia 4 Jlcm*
Poténcia 35 mw
Comprimento de Onda 830 nm
Area irradiada 1cm’
Emissao do feixe de laser Continuo
Tempo de Aplicagao 115 segundos
Numero de aplicagoes 4 aplicagdes em dias alternados
Dosimetria Total 16 Jicm®

FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

Os animais foram irradiados sobre a regido operada em apenas um ponto.
Quatro irradiagdes foram realizadas: a 1? aplicagao imediatamente apds o término da
cirurgia, e as outras 3 aplicagcbes foram feitas em dias alternados, durante o periodo

experimental de 7 dias; totalizando uma dosimetria de 16 J/cm?.

O laser foi aplicado a uma distancia de 1 cm da pele, padronizada pela
utilizacdo de um suporte para fixacdo da ponteira do aparelho laser, de forma que a

ponteira permanecesse perpendicular a area a ser irradiada (FIGURA 15).

FIGURA 15 — (A, B) Suporte para o aparelho de laser de baixa poténcia.
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3.9 COLETA E ANALISE DOS DADOS

Trés animais de cada grupo foram mortos por sobredose da solugdo de
tiletamina e zolazepam (Zoletil® 50)? através de injecdo intraperitonial, apds 7, 14,
21 dias da cirurgia.

Constatada a morte dos animais, procedeu-se a dissecacao da tibia para

remogao do bloco de osso contendo a osteotomia, utilizou-se para isso uma broca

113

cirargica 701° em baixa rotagdo. O lado da tibia que continha a osteotomia foi

marcado com a mesma broca (FIGURA 16).

FIGURA 16 — (A) Tibia dissecada. (B) Marcagao do lado que continha a osteotomia (seta).

"Broca cirtirgica 701 em baixa rotagéo, ago carbono, Dentsplay Maillefer, Suica.
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3.10 MICROSCOPIA OPTICA

Imediatamente apds a obtengao das pecgas, as mesmas foram colocadas em
recipientes identificados contendo solugcao de formalina 10% tamponada. Apds a
fixagdo por um periodo de 48 horas (FIGURA 17), as pegas foram descalcificadas
em solucdo de acido nitrico a 5%; e submetidas ao processamento de rotina para
inclusdo em parafina, e coloragdo por Hematoxilina de Harris e Eosina Alcodlica
(HE). Cortes histolégicos de aproximadamente 6 um de espessura foram realizados
no sentido longitudinal da tibia, partindo do centro para a periferia. Para cada pega

foram realizadas 4 laminas histolégicas.

FIGURA 17 — Aspecto do espécime apds 48 horas de fixagdo na solugdo de formalina.
Linha tracejada em vermelho mostra a orientagédo dos cortes.
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As laminas foram observadas no Microscopico Optico'®, com lentes objetivas
de 5x, 20x e 40x. Procedeu-se a aquisicdo das imagens para analise histolégica
morfoldgica, através de uma lente ocular de 17,5x adaptada ao microscopio éptico, e
por uma camera digital’”® controlada pelo software LEICA IM50'®. As imagens

obtidas foram calibradas para uma escala micrométrica.

Os resultados do processo de reparo 6sseo de cada grupo foram descritos

conforme a cronologia de morte dos animais.

A analise histolégica realizada através do estudo descritivo dos cortes
histolégicos, levando-se em consideragdo a presenga ou auséncia dos seguintes
critérios morfolégicos (TAKEDA, 1988; FRIESEN et al., 1999; MARINO et al., 2003):

NO CENTRO DAS OSTEOTOMIAS

e Hemorragia no interior da cavidade

e (Osso neoformado substituindo as areas medular e cortical

e Tecidos 6sseos cortical e medular delimitados

NAS MARGENS DAS OSTEOTOMIAS

e Tecidos alterados

e Vitalidade nas bordas
e Fragmentos 6sseos
e Reabsorcao d6ssea

e Integracéo do tecido 6sseo neoformado ao tecido adjacente

™Microscopico Optico, LEICA DMLB2, Heildelberg, Alemanha.
'Camera digital, LEICA DFC280, Heildelberg, Alemanha.
"®Software LEICA IM50, vers3o 4.0, Heildelberg, Alemanha.
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O cegamento do estudo se caracterizou em codificar as ldminas para que o

examinador desconhecesse a qual grupo pertencia cada lamina.

A calibracdo do examinador foi realizada da seguinte maneira: aleatoriamente,
20 laminas previamente codificadas, sem o conhecimento do grupo ao qual
pertenciam, foram submetidas a leitura histologica e os dados foram registrados em
ficha padronizada. Apds uma semana de intervalo, realizou-se nova leitura das
mesmas laminas e o0s novos dados eram também registrados. Havendo
concordancia em pelo menos 80% da analise, considerava-se que o examinador
estava calibrado. A cada 10 I[aminas analisadas repetia-se 0 mesmo processo acima

citado em 1 lamina codificada escolhida também aleatoriamente.

Quando algum tipo de tecido alterado era observado nas margens das
osteotomias, realizava-se a mensuragao da espessura deste tecido em micrometros
(um). A mensuragao da espessura da camada de tecido alterado foi realizada da
seguinte maneira: em cada amostra mediu-se a espessura do(s) tecido(s) alterado(s)
em 5 pontos diferentes, distribuidos ao longo da margem da cavidade Ossea,
totalizando 15 medidas por grupo. As medidas foram obtidas através do software
QWin Plus'” (NELSON et al.,1989; SASAKI et al., 2002a).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos, a partir das mensuracgdes, foram submetidos a analise

estatistica.

A analise estatistica deste trabalho foi realizada através de tabelas, graficos e
analises estatisticas descritivas (média e desvio-padrao) e alguns testes estatisticos

destacados a seguir.

"Software LEICA QWin Plus, versao 3.1, Heildelberg, Alemanha.
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Com o objetivo de comparar os grupos e os tempos entre si, foram realizados
os testes estatisticos Analise de Varidncia (ANOVA) e o teste de Comparacdes

Multiplas de Tukey.

O teste ANOVA aplica-se em situagbes nas quais o pesquisador deseja
comparar mais que dois grupos experimentais com relacdo a uma variavel
quantitativa. O procedimento de Tukey € um complemento ao teste ANOVA e visa
identificar quais as médias que, tomadas duas a duas, diferem significativamente
entre si. Em todos os casos foram considerados estatisticamente significativos os

resultados que apresentaram valores de p < 0,05.

Para o processamento e anadlise destes dados foi utilizado o software
estatistico SPSS versao 10.0
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4 RESULTADOS

4.1 GRUPO 1 — Osteotomia com Laser de Er:YAG

7 DIAS

A analise histologica dos espécimes do grupo 1 mostrou um tecido 6sseo
neoformado imaturo preenchendo toda a cavidade 6ssea, apresentando discretas
areas hemorragicas. Ha neoformacéo de trabéculas 6sseas imaturas, entremeadas
por cavidades medulares, ocupando a regido medular e cortical da osteotomia
(FIGURA 18 — APENDICE A).

As margens da cavidade 6ssea apresentam uma evidente camada alterada
de tecido, composta por um tecido enegrecido de aspecto carbonizado, préximo ao
osso cortical remanescente, recoberto por outro tecido de aspecto amorfo com
estruturas indefinidas, encontrado mais superficialmente a irradiacdo pelo laser de
Er:-YAG no tecido 6sseo. As espessuras dos tecidos alterados encontrados nas
margens da cavidade estdo descritas na tabela 1 e grafico 1. O tecido ésseo cortical
remanescente adjacente ao tecido carbonizado apresenta-se desvitalizado, com
osteoplastos vazios. O tecido neoformado esta aderido ao tecido amorfo (FIGURA
18 — APENDICE A).

14 DIAS

No grupo 1, apos 14 dias, observa-se a presenga de um tecido ésseo
neoformado imaturo preenchendo toda a cavidade Ossea, tanto na area cortical
quanto na area medular, com discretas areas hemorragicas. O tecido carbonizado e
tecido de aspecto amorfo estdo presentes nas margens. As espessuras dos tecidos
alterados estdo demonstradas na tabela 1 e grafico 1. Em algumas éareas nas
margens das osteotomias observa-se a substituicdo dos mesmos por uma matriz
6ssea imatura (FIGURA 19 — APENDICE A).
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21 DIAS

Aos 21 dias, o grupo 1 apresenta um tecido 6sseo neoformado com aspecto
maduro preenchendo a cavidade éssea produzida pelo laser de Er:-YAG. E nitida a
demarcacgao entre osso cortical e medular. Nas margens da cavidade, ainda podem
ser observados os tecidos carbonizado e amorfo. As espessuras dos tecidos
alterados estdo demonstradas na tabela 1 e grafico 1. Em alguns pontos pode ser
visto a substituicdo desses tecidos por matriz 6ssea imatura. O tecido 6sseo cortical
adjacente mantém sua desvitalizagdo, caracterizada por osteoplastos vazios
(FIGURA 20 — APENDICE A).

TABELA 1 — Média da espessura (em pm) dos tecidos alterados do GRUPO 1,

nos intervalos de tempo de 7, 14, 21 dias

n Média Desvio- p
Tecidos (um) padrio
Tecido amorfo
7 dias 15 17,11 5,14 0,22
14 dias 15 14,38 5,69
21 dias 15 13,59 6,28
Tecido carbonizado
7 dias 15 9,90 3,20 0,14
14 dias 15 8,69 3,38
21 dias 15 7,47 3,22
Tecidos alterados*
7 dias 15 27,02 5,11 0,18
14 dias 15 23,07 6,86
21 dias 15 22,45 9,12

*Tecido Amorfo + Tecido Carbonizado
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.
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30 4 27,02

Média

7 dias |14 dias |21 dias| 7 dias |14 dias|21 dias| 7 dias |14 dias|21 dias

Carbonizada Alterada

GRAFICO 1 - Comparagao da camada alterada de tecido (em um) do GRUPO 1

aos 7, 14, 21 dias
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

Através dos resultados do teste Analise de Variancia ANOVA verifica-se que
nao existe diferenga significativa no GRUPO 1, entre os periodos 7, 14 e 21 dias,

nas comparagdes acima realizadas.

4.2 GRUPO 2 - Osteotomia com Laser de Er:YAG + LLLT de 685 nm
7 DIAS

Os cortes histologicos dos espécimes do grupo 2 apresentam um tecido
6sseo neoformado preenchendo a cavidade Ossea; invadindo a area medular e
cortical. Trabéculas 6sseas em desenvolvimento estdo entremeadas por medula
O0ssea. Presenca de discretas areas hemorragicas no interior do tecido neoformado.
As margens da osteotomia apresentam uma evidente camada de tecido carbonizado
e de tecido amorfo. As espessuras dos tecidos alterados estdo demonstradas na
tabela 2 e grafico 2. Em alguns pontos sdo observadas a presencga de reabsorgao
desses tecidos e neoformacgao por tecido 6sseo imaturo (FIGURA 21 — APENDICE
B). O tecido ésseo cortical adjacente esta desvitalizado, com osteoplastos vazios na

matriz 6ssea mineralizada.
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14 DIAS

No grupo 2, observa-se o preenchimento da lesdo 6ssea por tecido 6sseo de
aspecto maduro: trabéculas dsseas espessas, de aspecto lamelar. Em algumas
areas das margens da cavidade o6ssea, constatou-se a reabsor¢do do tecido
carbonizado e amorfo e a sua substituicao por tecido 6sseo neoformado (FIGURA 22
— APENDICE B). As espessuras dos tecidos alterados estdo demonstradas na tabela

2 e gréfico 2.

21 DIAS

No grupo 2 observa-se a presencga de tecido 6sseo maduro calcificado na
regido cortical, apresentando lamelas dispostas longitudinalmente. A formacao da
medula 6ssea é bastante evidente, adipdcitos podem ser observados. E nitido a
demarcacao entre a area de osso compacto neoformado e a area medular, com
morfologia muito proxima da original. As faixas de tecidos alterados, carbonizado e
amorfo, ainda podem ser vistas nas margens, entretanto, em algumas areas ja estéao
sendo reabsorvidas e substituidas por novo tecido 6sseo, permitindo a integragao
entre o tecido neoformado e o tecido 6sseo original (FIGURA 23 — APENDICE B).

As espessuras dos tecidos alterados estdo demonstradas na tabela 2 e grafico 2.



TABELA 2 — Média da espessura (em pm) dos tecidos alterados do GRUPO 2,

nos intervalos de tempo de 7, 14, 21 dias

Tecidos n Média Desvio-padrao p
(um)

Tecido amorfo
7 dias 15 14,25 3,06 0,39
14 dias 15 17,98 6,14
21 dias 15 17,61 12,22

Tecido carbonizado
7 dias 15 7,95 1,53 0,01
14 dias 15 9,71 3,78
21 dias 15 11,41 1,93

Tecidos alterados*
7 dias 15 22,21 3,12 0,08
14 dias 15 27,69 8,16
21 dias 15 29,02 12,01

*Tecido Amorfo + Tecido Carbonizado
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

30 | o769 2202

Média

7 dias |14 dias |21 dias| 7 dias |14 dias|21 dias| 7 dias |14 dias|21 dias

Carbonizada Alterada

GRAFICO 2 - Comparagao da camada alterada de tecido (em pm) do GRUPO 2

aos 7, 14, 21 dias
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.
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Através dos resultados do teste Analise de Variancia ANOVA, seguido pelo
pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey verifica-se que existe diferencga
significativa no GRUPO 2, entre os periodos 7, 14 e 21 dias, nas comparagdes
acima realizadas apenas para a variavel Carbonizada. Para esta variavel observa-se
valores superiores no periodo 21 dias quando comparado ao periodo 7 dias.
Entretanto, sobre a analise da espessura de tecidos alterados (Amorfo +
Carbonizado) verifica-se que n&o existe diferenga significativa entre os periodos 7,
14 e 21 dias.

4.3 GRUPO 3 — Osteotomia com Laser de Er:YAG + LLLT de 830 nm

7 DIAS

No grupo 3 pode ser visto a presencga de tecido ésseo neoformado imaturo
preenchendo toda a cavidade e areas hemorragicas dispersas nesse tecido. Nas
margens da cavidade pode ser visualizada uma camada de tecido carbonizado,
proxima a cortical éssea original, e sobre ele, uma camada de tecido amorfo. As
espessuras dessas camadas de tecidos alterados estdo demonstradas na tabela 3 e
grafico 3. Em alguns pontos nas bordas da cavidade observa-se a substituicdo dos
tecidos alterados por matriz 6ssea (FIGURA 24 — APENDICE C). O tecido 6sseo
cortical adjacente esta desvitalizado, com osteoplastos vazios incluidos na matriz

ossea mineralizada.

14 DIAS

No grupo 3, tecido neoformado com trabéculas 6sseas de aspecto maduro
ocupam o espaco medular e cortical da cavidade 6ssea. A presenga das camadas
de tecido carbonizado e amorfo ainda €& evidente nas margens das cavidades
criadas pelo laser de Er:-YAG. As espessuras dessas camadas de tecidos alterados
estdo demonstradas na tabela 3 e grafico 3. Pode ser observada alguma evidéncia
de fusao entre o tecido 6sseo neoformado e o tecido 6sseo adjacente (FIGURA 25 —
APENDICE C).
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21 DIAS

No grupo 3 observa-se a presenga de tecido ésseo neoformado com evidente
demarcacgao entre a area de osso compacto e medular. O tecido 6sseo neoformado
tem aspecto maduro com lamelas dispostas longitudinalmente. As bordas do osso
adjacente apresentam, ainda, uma faixa de tecidos carbonizado e amorfo. As
espessuras dos tecidos alterados estdo demonstradas na tabela 3 e grafico 3. A
fusdo do tecido 6sseo neorformado com a cortical 6ssea pré-existente € discreta.
No entanto, em alguns pontos nas margens da osteotomia existe substituicdo
desses tecidos alterados por matriz 6ssea (FIGURA 26 — APENDICE C).

TABELA 3 — Média da espessura (em pm) dos tecidos alterados do GRUPO 3,

nos intervalos de tempo de 7, 14, 21 dias

n Média Desvio-padrao P
Tecidos
(hm)
Tecido amorfo
7 dias 15 17,40 7,41 0,27
14 dias 15 18,84 8,79
21 dias 15 14,29 6,84
Tecido carbonizado
7 dias 15 8,26 2,07 0,18
14 dias 15 9,95 6,70
21 dias 15 7,01 2,25
Tecidos alterados*
7 dias 15 25,66 7,90 0,11
14 dias 15 28,78 11,51
21 dias 15 21,30 8,57

*Tecido Amorfo + Tecido Carbonizado
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.
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28,78

Média

7 dias |14 dias |21 dias| 7 dias |14 dias|21 dias| 7 dias |14 dias|21 dias

Carbonizada Alterada

GRAFICO 3 - Comparagdo da camada alterada de tecido (em um) do GRUPO 3

aos 7, 14, 21 dias
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagcao, FO/PUCRS, 2006.

Através dos resultados do teste Analise de Variancia ANOVA verifica-se que

nao existe diferenga significativa no GRUPO 3 entre os periodos 7, 14 e 21 dias nas

comparacgdes acima realizadas.

Os grupos 1, 2, 3 foram comparados entre si, nos diferentes intervalos
de tempo: 7, 14, 21 dias, através da Analise de Varidancia ANOVA, sequido pelo

pos-teste de Tukey para multiplas comparacoes, descritos a sequir nas tabelas

4,5, 6 eqgraficos 4, 5, 6:




TABELA 4 — Média da espessura (em pym) dos tecidos alterados dos GRUPOS 1, 2, 3

aos 7 dias
Tecidos n Media (um) Desvio-padrao p
Tecido amorfo
Grupo 1 15 17,11 5,14 0,23
Grupo 2 15 14,25 3,06
Grupo 3 15 17,40 7,41
Tecido carbonizado
Grupo 1 15 9,90 3,20 0,06
Grupo 2 15 7,95 1,53
Grupo 3 15 8,26 2,07
Tecidos alterados*
Grupo 1 15 27,02 5,11 0,07
Grupo 2 15 22,21 3,12
Grupo 3 15 25,66 7,90

*Tecido Amorfo + Tecido Carbonizado
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

Média

GRAFICO 4 — Comparagio da camada alterada de tecido (em pm) dos GRUPOS 1, 2, 3

30
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27,02

25,66

Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3| Grupo 1| Grupo 2| Grupo 3| Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3

Amorfa Carbonizada Alterada

aos 7 dias
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.
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Através dos resultados do teste Analise de Variancia ANOVA verifica-se que

nao existe diferenga significativa entre os grupos 1, 2, 3, aos 7 dias, em relagéo a

espessura dos tecidos alterados.
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TABELA 5 — Média da espessura (em pym) dos tecidos alterados dos GRUPOS 1, 2, 3
aos 14 dias

Tecidos n Média (um) Desvio-padrao p
Tecido amorfo
Grupo 1 15 14,38 5,69 0,19
Grupo 2 15 17,98 6,14
Grupo 3 15 18,84 8,79
Tecido carbonizado
Grupo 1 15 8,69 3,38 0,75
Grupo 2 15 9,71 3,78
Grupo 3 15 9,95 6,70
Tecidos alterados*
Grupo 1 15 23,07 6,86 0,20
Grupo 2 15 27,69 8,16
Grupo 3 15 28,78 11,51

*Tecido Amorfo + Tecido Carbonizado
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Poés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

28,78

30 A 27,69

Média

Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3| Grupo 1| Grupo 2| Grupo 3| Grupo 1| Grupo 2 |Grupo 3

Amorfa Carbonizada Alterada

GRAFICO 5 - Comparagao da camada alterada de tecido (em ym) dos GRUPOS 1, 2, 3
aos 14 dias
FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

Através dos resultados do teste Analise de Variancia ANOVA verifica-se que
nao existe diferenca significativa entre os grupos 1, 2, 3, aos 14 dias, em relagéo a

espessura dos tecidos alterados.



TABELA 6 — Média da espessura (em pm) dos tecidos alterados dos GRUPOS 1, 2, 3

aos 21 dias
Tecidos n Média (um) Desvio-padrao p
Tecido amorfo
Grupo 1 15 13,59 6,28 0,42
Grupo 2 15 17,61 12,22
Grupo 3 15 14,29 6,84
Tecido carbonizado
Grupo 1 15 747" 3,22 <0,01*
Grupo 2 15 11,41° 1,93
Grupo 3 15 7,017 2,25
Tecidos alterados*
Grupo 1 15 22,45 9,12 0,09
Grupo 2 15 29,02 12,01
Grupo 3 15 21,30 8,57

AB Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si

*Tecido Amorfo + Tecido Carbonizado

FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.

Média

GRAFICO 6 - Comparagao da camada alterada de tecido (em ym) dos GRUPOS 1, 2, 3

aos 21 dias

Amorfa

Carbonizada

Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3| Grupo 1| Grupo 2| Grupo 3| Grupo 1| Grupo 2 |Grupo 3

29,02

Alterada

FONTE: Dados da Pesquisa, Programa de Pés-Graduagdo, FO/PUCRS, 2006.
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Através dos resultados do teste Analise de Variancia ANOVA e do pés-teste

de comparag¢des multiplas de Tukey verifica-se que existe diferenca significativa

entre os grupos, aos 21 dias. Observa-se que o Grupo 2 apresenta média superior

aos grupos 1 e 3 (que nao diferem entre si) aos 21 dias, em relacdo a espessura do

tecido carbonizado.
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Entretanto, em relagao a analise da espessura dos tecidos alterados (Amorfo
+ Carbonizado), verifica-se que nao existe diferenca significativa entre os grupos 1,
2, 3 aos 21 dias.

Pode-se considerar que a média da espessura dos tecidos alterados

encontrada nos grupos 1, 2, 3 nos diferentes intervalos de tempo, foi de 25 um

(£8.7).

4.4 GRUPO 4 — Osteotomia com broca

7 DIAS

Sete dias apds as osteotomias, os cortes histolégicos dos espécimes do
grupo 4, mostraram osso imaturo ocupando a area medular da osteotomia. Areas
hemorragicas também sdo observadas no centro da cavidade. A parte cortical da
cavidade é preenchida por tecido conjuntivo. Nas margens da cavidade podem ser
observados fragmentos 6sseos deslocados durante o corte 6sseo. O tecido 6sseo
remanescente proximo ao corte realizado pela broca apresenta-se vitalizado,
caracterizado por osteoplastos cheios. Algumas areas de reabsorcéo, formadas por
lacunas de Howship, podem ser vistas nas margens da cavidade. Em alguns pontos
as margens da osteotomia, pode ser observada a continuidade do tecido novo com o
tecido 6sseo pré-existente (FIGURA 27 — APENDICE D).

14 DIAS

No grupo 4, aos 14 dias, observa-se a neoformacéao discreta de tecido 6sseo
imaturo ocupando principalmente a area medular e o fundo da cavidade. Areas
hemorragicas sao vistas no centro da cavidade 6ssea. Na parte cortical € observado
depdsito de tecido conjuntivo. O tecido 6sseo remanescente, préximo ao corte
realizado pela broca, apresenta-se vitalizado. Fragmentos ésseos provenientes do
corte do tecido 6sseo podem ser vistos proximos a margem da cavidade (FIGURA
28 — APENDICE D).
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21 DIAS

No grupo 4, o tecido 6sseo neoformado preenche toda a cavidade, com
evidente diferenciacdo entre a parte cortical e medular. A porcdo medular esta
preenchida por medula 6ssea composta por adipdcitos e células hematopoiéticas. A
area cortical apresenta trabéculas de aspecto maduro. Em algumas areas da
margem oOssea podem ser observadas lacunas de Howship (FIGURA 29 -
APENDICE D).

4.5 GRUPO 5 - Osteotomia com broca + LLLT de 685 nm

7 DIAS

No grupo 5, aos 7 dias da cirurgia, a presenga de tecido 6sseo imaturo é
observada preenchendo toda cavidade dssea, ocupando a area medular e cortical.
Na porgdo central ainda sdo observados restos de coagulo sanglineo. As
trabéculas d6sseas neoformadas sdo bem evidentes e dispostas em lamelas. Na
periferia das trabéculas, osteoblastos volumosos indicam atividade secretora destas
células. Na margem da osteotomia o tecido 6sseo remanescente apresenta-se
vitalizado, com osteoplastos cheios. Fragmentos ésseos podem ser observados
proximos as margens das cavidades. O novo tecido 6sseo esta justaposto ao tecido
ésseo pré-existente (FIGURA 30 — APENDICE E).

14 DIAS

No grupo 5, observa-se um tecido 6sseo imaturo, com trabéculas 6sseas
mais espessas ocupando as areas cortical e medular da cavidade 6ssea. Comeca a
se perceber delimitagdo entre essas areas. Residuos de coagulo sanguineo ainda
estdo presentes. Nas margens da cavidade fragmentos 6sseos deslocados durante
a osteotomias podem ser vistos. Existe a integragdo entre o tecido &sseo
neoformado e o tecido 6sseo adjacente em algumas areas (FIGURA 31 -
APENDICE E).
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21 DIAS

No grupo 5, é observada a presenga de tecido 6sseo maduro com lamelas
dispostas longitudinalmente na porgéo cortical da cavidade 6ssea. A parte medular
esta totalmente formada. O tecido 6sseo neoformado estd em fase final de fuséo
com a cortical éssea ja existente. Em alguns pontos do tecido 6sseo circundante
adjacente observa-se a sua remodelagdo (FIGURA 32 — APENDICE E).

4.6 GRUPO 6 — Osteotomia com broca + LLLT de 830 nm

7 DIAS

A analise histologica das amostras do grupo 6 permitiu observar a presenca
acentuada de um tecido 6sseo imaturo nas areas cortical e medular. Observa-se
ainda a existéncia de restos de coagulo sanguineo. A margem da cavidade
apresenta fragmentos 6sseos deslocados da cortical 6ssea remanescente. O tecido
0sseo remanescente proximo ao corte realizado pela broca tem aspecto vitalizado,
com ostedcitos incluidos em sua matriz éssea. Algumas areas de reabsorgao,
formadas por lacunas de Howship, podem ser vistas nas margens da cavidade
(FIGURA 33 — APENDICE F).

14 DIAS

A andlise histolégica dos espécimes do grupo 6 demonstrou trabéculas
O0sseas de aspecto maduro localizadas, em sua maioria, na porgédo cortical da
cavidade. A porcdo medular ainda ndo esta bem definida, pois muitas trabéculas
O0sseas neoformadas ocupam seu espacgo. Residuos de coagulo sanglineo ainda
podem ser observados no interior da cavidade. E visivel a integracdo entre os
tecidos neoformado e o tecido 6sseo pré-existente que apresenta aspecto vitalizado
(FIGURA 34 — APENDICE F).
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21 DIAS

No grupo 6, observa-se a presenga de um tecido ésseo com aspecto maduro,
com lamelas dispostas longitudinalmente preenchendo a area cortical da osteotomia.
A area medular esta bem delimitada, constituida por adipdcitos e células da medula.
Ha integracao entre o tecido 6sseo neoformado, de aspecto maduro, € 0 0sso pré-
existente (FIGURA 35 — APENDICE F).
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5 DISCUSSAO

5.1 MODELO EXPERIMENTAL

O trabalho experimental tem uma validade incontestavel, pois, para estudar e
compreender a cicatrizacdo de qualquer tecido em seres humanos, é importante que

sejam feitos primeiramente estudos experimentais em animais.

Neste estudo, o animal de pesquisa selecionado foi o rato. A escolha se deu
pela praticidade e pelo menor custo envolvido na pesquisa de animais de pequeno
porte, e principalmente, pela aceitacdo desse animal pela maioria dos Comités de

Etica em Pesquisa em Animais.

Os defeitos Osseos realizados em nosso estudo apresentaram 2 mm de
diametro e profundidade, sendo, entdo, considerados defeitos dsseos nao criticos,
0S quais nao necessitaram da colocagdo de algum tipo de biomaterial para sua
reparagao (SCHIMITZ & HOLLINGER, 1986; PACCIONE et al., 2001).

Em pesquisas para estudo do reparo 6sseo na regidao bucomaxilofacial, seria
de se esperar que as osteotomias fossem também realizadas na mesma area
anatbmica, por causa da origem intramembranosa desses ossos. Contudo, no

presente estudo, a area selecionada foi a tibia, osso de origem endocondral.

O fato da tibia ser de origem endocondral, ndo atrapalhou o entendimento da
reparagao tecidual, visto que, depois que o animal é adulto, os ossos de origem
intramembranosa ou endocondral, respondem a uma injuria 6ssea, da mesma forma:
inicialmente ocorre a formagao de um tecido 6sseo primario ou imaturo (semelhante
ao que ocorre no crescimento membranoso) que mais tarde sera substituido por
tecido 6sseo secundario ou maduro. Os modelos classicos de origem dos tecidos
0sseos, intramembranosa ou endocondral, referem-se apenas ao mecanismo pelo
qual o osso comega a se formar no individuo enquanto 6rgdo em desenvolvimento
(ROSS, REITH, ROMRELL, 1993; SCHENK, 1996; GARTNER, HIATT, 1999).
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Além disso, a tibia se assemelha em muito a mandibula no aspecto
arquitetdnico, apresenta 2 corticais 0sseas densas envolvendo um tecido ésseo
medular. Apresenta também um volume 6sseo suficientemente capaz de suportar
perfuragdes de 2 mm de didmetro e profundidade, sem que haja ruptura ou fratura
indesejada e que também possa ser submetida ao processamento laboratorial das

pecas histoldégicas com preservacgao de suas estruturas.

Robbins, Cotran e Kumar (1986) descreveram que as tentativas do organismo
em curar as lesdes induzidas por agressdes locais, sao: 1) regeneragao,
conceituada como a substituicdo do tecido lesado por células do mesmo tipo,
algumas vezes ndo deixando qualquer residuo da leséo inicial; e 2) cicatrizagéo,
substituicdo por um tecido conjuntivo, que no seu estado permanente constitui uma
cicatriz. O tecido estudado nesta pesquisa foi o tecido 6sseo, em que suas células
sao classificadas como células estaveis com nivel baixo de replicacédo, entretanto,
podem sofrer divisdo celular mediante a estimulos e sdo capazes de reconstituir o

tecido de origem, sem deixar cicatrizes, na maioria das vezes.

O termo utilizado nesta pesquisa foi reparo ou reparagcao 6ssea referindo-se
ao conceito de substituicdo do tecido lesado por células do mesmo tipo, sem deixar
residuo da lesao inicial, pelo fato destes termos serem amplamente citados e aceitos
na literatura cientifica corrente (ROBBINS, COTRAN, KUMAR, 1986; GARTNER,
HIATT, 1999).
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5.2 OSTEOTOMIAS REALIZADAS PELO LASER DE Er:YAG E BROCA
CIRURGICA

Neste estudo, o laser de Er:YAG promoveu com sucesso a ablagcéo do tecido
6sseo, removendo a cortical 6ssea e parte da medular, mostrando-se efetivo para o
procedimento de osteotomia. O laser produziu uma cavidade 6ssea semelhante a
produzida pela broca, no formato e tamanho proposto na metodologia. Porém,
microscopicamente, o processo de reparo 0sseo das osteotomias promovidas pelo

laser de Er:YAG e pela broca apresentaram caracteristicas morfologicas diferentes.

O laser de Er:YAG promoveu um tecido alterado ou anormal sobre a
superficie irradiada nas margens das osteotomias. O tecido considerado como
alterado era composto por 2 distintos tecidos: um tecido de aspecto amorfo, com
estruturas indefinidas, encontrado mais superficialmente a irradiacdo do laser de
Er:YAG, e outro, de coloracdo enegrecida, compativel com tecido carbonizado,
encontrado mais profundamente a irradiacdo do laser de Er:-YAG, localizado logo

abaixo do tecido amorfo.

A caracteristica da superficie O0ssea criada pela irradiacdo com laser de
Er:-YAG em nossa pesquisa € explicada pela interacdo do laser de Er:YAG com o
tecido 6sseo. O feixe Gaussiano do laser de Er:YAG produz ablagao tecidual no seu
ponto focal, por vaporizagao térmica do tecido. A medida em que o feixe do laser se
afasta do seu ponto focal, mas incide sobre o tecido 6sseo, perde-se o poder de
ablacéo tecidual, por perda de energia, mas, resulta em um acumulo de energia pela
repeticdo de pulsos na area lateral ao seu ponto focal, produzindo, entdo,
modificagdo da estrutura do tecido Osseo, mais superficialmente; e mais
profundamente, carbonizagdo do tecido ésseo, por dano térmico repetitivo (MELLO
& MELLO, 2001; GUTKNETCHT & PAULA EDUARDO, 2004).

O laser de Er:YAG tem uma alta energia no ponto focal, suficiente para
ablacionar o tecido désseo; enquanto que na lateral do feixe, a energia € menor,
insuficiente para ablacdo tecidual, mas suficiente para modificar e carbonizar o

tecido 6sseo, pela dissipacdo do calor acumulado e pelo efeito cumulativo e
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repetitivo do laser nesta area (MELLO & MELLO, 2001; GUTKNETCHT & PAULA
EDUARDO, 2004).

Neste estudo obteve-se ablacdo do tecido 6sseo no ponto focal e tecido

modificado e carbonizado na lateral do ponto focal.

Esta alteracdo tecidual provocada pelo laser de Er:YAG foi explicada por
Sasaki et al. (2002a) e Sasaki (2002b), que demonstraram que o laser de Er:-YAG,
usado na densidade de energia de 100 mJ/pulso, 10 Hz, promoveu uma camada
alterada de tecido de 13,3 a 30 ym de espessura, semelhante a encontrada em
nossos resultados: composta por uma faixa de tecido carbonizada, mais
profundamente a irradiacao pelo laser, e outra, de tecido amorfo ou modificado, mais
superficial, com projecbes que favoreceram a aderéncia celular. Os autores
atribuiram a formacdo da camada amorfa ao derretimento e a ressolidificagcdo dos
cristais de hidroxiapatitas, e também, a redugdo da matriz organica. O tecido
modificado é composto por menor quantidade de componentes orgéanicos, sendo
considerado como mineralizado. A camada carbonizada de tecido, segundo os
autores, foi formada pela desnaturagao térmica do tecido 6sseo. Para descrever a
natureza desses tecidos alterados, os autores realizaram espectroscopia Raman e

microscopia eletrénica de transmisséo, logo apds a confecgéo das cavidades.

A formacao da camada de tecido carbonizado foi atribuida ao aquecimento da
matriz organica e/ou ruptura do tecido 6sseo medular pela irradiagdo laser de
Er:YAG (EL MONTASER et al., 1997; EL MONTASER et al., 1999).

A presenca do tecido modificado promovido pela irradiagcdo com o laser de
Er:YAG favoreceu a aderéncia do tecido neoformado com o tecido modificado,
como pode ser observado nas laminas histolégicas desta pesquisa. Este fato pode
ser explicado pela peculiar caracteristica morfolégica desse tecido, que atuou como
uma superficie mecanicamente propicia para a aderéncia do coagulo, logo no inicio
do processo de reparo tecidual (POURZARANDIAN et al., 2004).
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Os nossos resultados mostraram que a média de espessura da camada
alterada de tecido foi de 25 ym (+8,7), sendo considerada minima pelos autores
Pourzarandian et al. (2004 ); Sasaki et al. (2002a) e Sasaki et al. (2002b).

Embora nossos resultados tenham demonstrados que a média da espessura
da camada de tecido alterado (amorfa + carbonizada) ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos que realizaram osteotomia com o
laser de Er:YAG (grupos 1, 2, 3) nos diferentes intervalos de tempo de 7, 14, 21 dias
do pds-operatério, os achados histolégicos mostraram que a camada alterada

comecou a ser substituida a partir do 14° dia do pds-operatorio.

As caracteristicas do laser de Er:YAG utilizado nesta pesquisa tais como:
comprimento de onda (2,94 um); tipo de pulso de alta energia, curto e rapido (Q-
switch); energia por pulso (500 mJ) e seu sistema de refrigeracao, contribuiram para

prevencao de danos térmicos ainda maiores aos tecidos adjacentes.

A resposta tecidual frente a irradiacdo com o laser depende também da
natureza dos componentes do tecido irradiado. Os principais componentes do tecido
0sseo, agua e hidroxiapatita, tém alta absor¢do do laser no comprimento de onda
2,94 um (laser de Er:YAG). Como resultado dessa alta absorgao e do tipo de pulso
do laser de Er:-YAG (super-pulsado), a ablagdo do tecido 6sseo é faciimente obtida
com um minimo dano térmico aos tecidos adjacentes. O tecido 6sseo absorve a
energia liberada durante a irradiagcdo, causando um imediato aumento da
temperatura, levando a vaporizagdo da agua, que por sua vez, gera uma pressao
positiva interna, a qual leva a micro-explosées que promovem ablacdo tecidual
mecanica termicamente induzida, devolvendo pouco aquecimento aos tecidos
adjacentes, pois, os fragmentos removidos carregam com eles grande parte da
energia irradiada (NUSS et al., 1988; NELSON et al., 1989; WALSH, FLOTTE,
DEUTSCH, 1989; SASAKI et al., 2002a; GUTKNETCHT & PAULA EDUARDO, 2004;
POURZARANDIAN et al., 2004).

A alta absorg¢ado pela agua e pela hidroxiapatita permite ao laser de Er:YAG
ser absorvido pelo tecido 6sseo cerca de 10 vezes mais quando comparado ao laser
de CO, (GONZALES et al., 1990; NUSS, 1988).
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A energia utilizada nesta pesquisa de 500 mJ/pulso foi eficaz para ablagao do
tecido, com um minimo de dano térmico aos tecidos. Gutknetcht e Paula Eduardo
(2004) também indicaram uma densidade de energia entre 399 e 500 mJ para
osteotomia com laser de Er:YAG Os autores destacam que o laser de Er:YAG
oferece vantagens na realizagao de osteotomias, tais como: facilidade de manuseio,
pouco sangramento, dor e edema pds-operatoérios; além de promover discreto dano

térmico aos tecidos.

Nuss et al. (1988) realizaram osteotomias com laser de Er:-YAG, em uma de
energia de 30 a 800 mJ/pulso, e também encontram uma fina camada de tecido
0sseo danificado junto as bordas de osteotomias, de espessura entre 10 e 15 um,
considerado pelos autores como minima quando comparada com aquelas realizadas
pelos lasers de Nd:YAG, Ho:YAG e CO,, cuja espessura dos tecidos alterados

variava entre 60 e 135 um.

Entretanto, outros estudos com menor energia por pulso, também mostraram
a formacao de tecido alterado apds a irradiacdo do laser de Er:YAG, como por
exemplo, Lewandrowski et al. (1996), que também encontraram uma discreta
camada alterada de tecido, entre 25 e 100 ym de espessura, quando o laser de

Er:YAG foi usado para osteotomia, na energia de 53 mJ/pulso, 10 a 15 Hz.

Pourzarandian et al.(2004) realizaram um estudo semelhante a este,
produzindo defeitos 6sseos com laser de Er:YAG, porém com uma energia de 100
mJ por pulso, comparativamente menor a que utilizamos; com uma média de
repeticdo por pulsos de 10 Hz, igual a da presente pesquisa. Mesmo utilizando
esses parametros para irradiacdo do laser, os autores também encontraram uma

camada de tecido irradiado anormal (20,6 ym de espessura).

Por outro lado, Peavy et al. (1999) observaram que os lasers de alta poténcia,
nos comprimentos de onda variando de 2,9 a 2,94 pym, ndo provocaram danos
teciduais em osso cortical bovino, pois, a hidroxiapatita de calcio, principal
componente da parte inorganica do 0sso, € bem absorvida no comprimento de onda
de 2,94 um (laser de Er:YAG), o que leva o tecido ésseo ser facilmente ablacionado

com o minimo de injuria térmica colateral.
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A camada alterada de tecido encontrada nesta pesquisa € considerada
minima quando comparada com aquelas promovidas pelo laser de CO;, e Nd:YAG
relatadas na literatura (GERTZBEIN et al., 1981; NUSS et al., 1988; GONZALES,
1990; FRIESEN et al., 1999; SASAKI et al., 2002a; POURZARANDIAN et al., 2004).
E também, quando comparada com o laser de Ho:YAG (BUCHELT et al., 1994,
NUSS et al.,1988).

Pratisto et al. (1996) demonstraram que o laser de Er;Cr:YSGG, comprimento
de onda de 2,79 um, provocou uma camada de tecido alterado (10 pm de
espessura), ainda menor do que os encontrados com o laser de Er:YAG. Enquanto
que Lee (2005) encontrou uma superficie 6ssea sem alteragdes apos a irradiagéo
com laser de Er;Cr:YSGG.

Por outro lado, as osteotomias produzidas pela broca em baixa rotagédo, na
presente pesquisa, ndao produziram qualquer tecido alterado, apenas, produziu
fragmentos 6sseos deslocados durante o corte do tecido 6sseo. Os fragmentos
deslocados da cortical éssea, provavelmente, sao originados da fresagem mecanica
da broca no osso. A auséncia de dano térmico pode ser explicada pelo tipo de
broca que utilizamos (laminada que facilita o corte) em baixa rotagdo (1.500 rpm) e

pela irrigacao constante durante todo o tempo da realizagdo das osteotomias.

Os resultados do presente estudo concordam com os encontrados por
Okamoto et al. (1984), que ndo observaram tecidos alterados apds as osteotomias
realizadas com brocas cirurgicas em baixa rotacdo com resfriamento. Esse tipo de
alteracao tecidual pode ser evitado usando irrigacéo e brocas cirurgicas especificas
(OKAMOTO et al., 1987; GREGORI & NOSE, 1996; PINELLI & CARVALHO, 1999).

Diferentemente dos nossos resultados, Sasaki et al. (2002a) e Sasaki et al.
(2002b), encontraram uma fina camada escura de tecido abaixo de uma outra
camada de residuos (smear layer) em osteotomias promovidas pela broca em baixa

rotacéo, provavelmente causadas pela rotacdo da broca em 10.000 rpm.
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Pourzarandian et al. (2004), também encontraram uma camada de tecido
escura na margem da osteotomia quando utilizaram a broca em baixa rotagdo a
10.000 rpm. No presente trabalho a rotagao foi bem menor, apenas 1.500 rpm, o que

explica a auséncia de qualquer tecido modificado nas margens das osteotomias.

Este estudo demonstrou, através da analise histologica, que as osteotomias
promovidas pelo laser de Er:-YAG, aos 7 e 14 dias, apresentaram uma cronologia de
reparo mais adiantada quando comparado com as osteotomais realizadas pela
broca cirurgica em baixa rotagdo. Esse fato pode estar relacionado com a formagao
precoce de um coagulo estavel, uma fase inflamatéria mais rapida e com a produgao
de um tecido modificado pela irradiagdo com o laser que favoreceu a adesao celular,
na fase inicial de reparacdo (POURZARANDIAN et al., 2004).

Entretanto, a camada de tecido alterado retardou a integracédo entre tecido
0sseo neoformado e o tecido 0sseo adjacente, que somente aconteceu quando
comegou a ser reabsorvida e substituida por matriz 6ssea neoformada, aos 14 e 21
dias do pos-operatorio (NELSON et al.,, 1989; EL MONTASER et al.; 1997; EL
MONTASER et al., 1999).

Martins (2001) fez um estudo semelhante a este, e mostrou que o laser de
Er:YAG usado nas densidades de energia de 300, 350 e 400 mJ; 6 Hz, em tecido
6sseo de ratos, também levou a um dano térmico, e somente aos 90 dias a
reparacgao tecidual foi homogénea na interface entre o tecido 6sseo neoformado e o

tecido 6sseo adjacente.

Os grupos que utilizaram broca cirurgica (grupos 4, 5 e 6) apresentaram
integracéo entre o tecido 6sseo neorformado com o 0sso adjacente, desde os 7 dias

do pds-operatorio.

Outra tentativa para explicacdo dos melhores resultados, aos 7 e 14 dias,
apresentados pelos grupos do laser de Er:YAG é o fato de que no momento da
irradiagdo com o laser de Er:YAG, uma energia de laser de baixa poténcia (laser
guia, no espectro do vermelho) é também aplicada na area cirurgica, produzindo
uma bioestimulagao tecidual local (BAXTER et al., 1994; POURZARANDIAN et al.,
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2004). Entretanto, a poténcia do laser guia neste experimento € menor do que 1
mW, insuficiente para promover bioestimulagao tecidual. O laser de baixa poténcia
precisa de uma poténcia maior, em torno de 35 mw, para produzir bioestimulacao

tecidual.

Aos 21 dias do pds-cirurgico, entretanto, as caracteristicas histolégicas dos
grupos que realizaram osteotomias com broca e com ErYAG sdo muito
semelhantes, embora os espécimes submetidos a irradiagdo com o laser Er:YAG
ainda apresentem a camada de tecido alterada (amorfa e carbonizada), em alguns
pontos nas margens das osteotomias. Esta camada de tecido alterada promoveu

um atraso na integragdo do osso neoformado com o 0sso remanescente.

O discreto dano térmico produzido pelo laser no tecido 6sseo adjacente a
area da ablacéao tecidual pode ser vantajoso alguns procedimentos cirurgicos, onde
a intencédo é de obter, ao mesmo tempo, ablagdo do tecido ésseo e coagulagéo.
Como nos casos de remogédo de tumores e cistos ésseos, cirurgias 6sseas em
pacientes com deficiéncias de coagulagdo, com o propésito de evitar sangramento

no trans e pés-operatoérios.

Outras vantagens do laser de Er:-YAG em cirurgia de tecido 6sseo, s&o: a)
auséncia do mecanismo de vibragao e pressio, podendo ser uma alternativa para
substituir alta e baixa rotagdo; b) possibilidade de remocédo de tecido 6ésseo em
locais de dificil acesso pelos métodos convencionais; ¢) ablagdo do tecido 6sseo

com corte preciso, rapido e seletivo.

E importante que mais pesquisas sejam realizadas para elucidar o processo
de reparo 6sseo pos-irradiagao pelo laser de Er:-YAG, com metodologia e técnicas
apropriadas, especialmente no que diz respeito ao sistema de refrigeragdo e modo
de entrega do laser (por contato ou ndo), a fim de se conseguir uma ablagdo de

tecido 6sseo sem injurias térmicas aos tecidos.
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5.3 LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA (LLLT)

A osteogénese, durante a fase de reparo 6sseo, pode ser estimulada nos
seus estagios iniciais por tratamentos ndo farmacoldgicos, entre eles, o laser de
baixa poténcia que promove uma bioestimulacdo tecidual, a qual resulta na

abreviacao de tempo do reparo 6sseo (CARVALHO et al., 2002).

Os resultados da nossa pesquisa mostraram que os grupos que foram
irradiados pelos lasers de baixa poténcia apresentaram um reparo 6sseo mais
organizado e mais adiantado, no periodo inicial do reparo, aos 7 e 14 dias, do que
aqueles que nao receberam o estimulo do laser de baixa poténcia, sugerindo que o
laser de baixa poténcia favorece o processo de reparo ésseo durante os seus
estagios iniciais (GUZZARDELLA et al., 2002; MERLI, FALOPPA, SANTOS, 2002;
MARINO et al., 2003; PINHEIRO et al., 2003; KHADRA et al., 2004a; KHADRA et al.,
2004b; MERLI et al. 2005).

A LLLT, no comprimento de onda de 685 nm, aos 7 e 14 dias da cirurgia,

mostrou um reparo mais favoravel do que no comprimento de onda de 830 nm.

Apenas a pesquisa realizada por Blay et al. (2002), comparam no mesmo
estudo dois diferentes comprimentos de onda do laser de diodo (690 e 830 nm). Os
autores instalaram implantes em tibias de coelhos e bioestimularam com os lasers
de diodo, e seus resultados mostraram que, ambos os lasers, proporcionaram um
melhor grau de osseointegracdo quando comparados com 0 grupo que nao recebeu
aLLLT.

Aos 21 dias, os resultados desta pesquisa, mostraram que o reparo 6sseo foi
muito semelhante entre os grupos que receberam a bioestimulagdo com LLLT e os
que nao receberam a LLLT, corroborando com os resultados apresentados por Silva
Junior et al. (2002).

Os lasers de baixa poténcia sdo absorvidos pelos tecidos e promovem efeitos
bioquimicos, bioelétricos, bioenergéticos em nivel celular (CARVALHO et al., 2002).

Os lasers de baixa poténcia parecem atuar como bioestimuladores dos fatores de
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indugdo Ossea, quiomiotaxia, proliferagdo e trofismo celular, e da microcirculagao
local. Apresentam também alguns beneficios para a modulacdo da reacao
inflamatéria, tais como, liberacdo de beta-endorfinas e controle da enzima
prostaglandina (LOPES & BRUGNERA, 1998; GERBI et al., 2002; IHSAN, 2005;
MATEOS, 2005).

A LLLT age em tecidos e células que sofreram algum tipo de injuria,
especificamente nos fotorreceptores das mitocdndrias. Ocorre aumento da energia e
do metabolismo celular, através do aumento da sintese do ATP celular (KARU,
1998; LIZARELLI, LAMANO-CARVALHO, BRENTEGANI, 1999; MELLO & MELLO,
2001; NAVRATIL & KYMPLOVA, 2002; RIBEIRO & ZEZZEL, 2003). O laser
também estimula a proliferagao celular a partir da ativacdo do DNA, da sintese de
proteinas e de enzimas (ANDREU & ZALDIVAR, 1996; KARU, 1998; CARVALHO et
al., 2002).

A LLLT favorece a proliferacdo de fibroblastos e osteoblastos, produz
aumento acentuado do depdsito de tecido ostedide; aumento da sintese do
colageno; niveis aumentados de enzimas como fosfatase alcalina, quando aplicado
durante as fases iniciais do reparo 6sseo (ANDREU & ZALDIVAR, 1996; RIGAU,
1996; TAKEDA, 1988; WALSH, 1992; DORTBUDAK, HASS, MAILATH-POKORNY,
2000).

O laser de diodo no comprimento de onda de 830 nm tem papel biomodulador
na remodelacdo 6ssea, aumentando tanto o numero de osteoblastos como dos
osteoclastos (KAWASAKI & SHIMIZU, 2000; NICOLAU et al., 2003).

Estudos, in vitro, mostraram uma acado positiva do laser de diodo no
comprimento de onda de 830 nm, estimulando a proliferacdo de células precursoras
de osteoblastos e aumentando os niveis da enzima fosfatase alcalina (UEDA &
SHIMIZU, 2003). No comprimento de onda de 690 nm, a LLLT também levou a um
aumento significativo do deposito celular in vitro (DORTBUDAK, HASS, MAILATH-
POKORNY, 2000).
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Pugliese et al. (2003) obtiveram melhores resultados quando o laser de diodo
foi utilizado em doses maiores na estimulacao da cicatrizagao de feridas cutaneas no
dorso de ratos. Assim como Marino et al. (2003), que conseguiu uma melhor
evolucdo do reparo tecidual em defeitos 6sseos na tibia de ratos quando utilizou o

laser de diodo em doses também maiores de 20 e 50 J/cm?.

David et al. (1996) n&do encontraram nenhuma mudanga significativa na
evolucdo do reparo 6sseo quando o laser de baixa poténcia He-Ne foi utilizado em
fraturas de tibia. Da mesma forma, Saito e Shimizu (1997), alertaram que a
regeneracao 0ssea depende da dose aplicada e do intervalo de tempo entre as
aplicagdes do laser, estes autores tiveram resultados positivos quando o laser foi
aplicado precocemente nos primeiros dias do pds-operatério, em pelo menos 3

doses.

Relatos utilizando laser de baixa poténcia He-Ne mostraram agao positiva na
osteogénese e na biomodulagao de defeitos 6sseos provocados em roedores, como,
aumento significativo da vascularizagao local, aumento do numero de osteoblastos e
osteoclastos (TRELLES & MAYAYO, 1987; BARUSHKA, YAAKOBI, ORON, 1995;
LUGER et al, 1998; GARAVELLO-FREITAS et al., 2003; GARAVELLO,
BARANAUSKAS, CRUZ-HOFLING, 2004; ROCHKIND et al., 2004).

O laser de baixa poténcia He-Ne promoveu proliferagdo e maturagao de
osteoblastos humanos, in vitro, com aumento dos niveis das enzimas fosfatase

alcalina, osteopontina, sialoproteina 6ssea (STEIN et al., 2005).

O laser de baixa poténcia parece agir melhor na reparacao tecidual, durante
as fases iniciais, através do estimulo na proliferagdo de células osteoprogenitoras,
osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos e células endoteliais € na liberacdo de
fatores de crescimento. A neoformagdo Ossea, por sua vez, depende da
microcirculacdo local, da proliferacao celular, e ainda, da liberagdo de fatores de
crescimento e indutores, para que ocorra dentro dos padrdes de normalidade
(SCHENK, 1996). A alta proliferacéo de células endoteliais leva a neoformacao de

uma rica rede vascular, a qual garante vascularizagao ao processo de reparo.
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A laserterapia de baixa poténcia apresenta grande eficiéncia terapéutica. Os
principais efeitos desse tratamento estdo na capacidade antiinflamatéria, antialgica,
resultando em um pdés-operatério de melhor qualidade. Atuando principalmente na
bioestimulacdo dos processos cicatriciais. O laser de baixa poténcia é considerado
uma opgao de tratamento promissora, de facil manejo e aceitagdo por parte dos
profissionais e pacientes, além de ser um método de tratamento nao invazivo, ao
contrario de outros métodos biomoduladores, que precisam ser cirurgicamente

instalados na area receptora.

Mais estudos na area de laserterapia de baixa poténcia sdo necessarios para
esclarecer qual o melhor comprimento de onda para bioestimulacido do reparo do
tecido 6sseo, bem como, a melhor dose de aplicagdo e o intervalo de tempo das
aplicagdes. Com a finalidade de se obter protocolos especificos de laserterapia

para a bioestimulagao da reparacao tecidual.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados observados e diante das condigdes experimentais

deste estudo, foi possivel concluir que:

a)

O laser de Er:YAG promoveu com sucesso a ablacao do tecido dsseo. O laser
de Er:YAG produziu, nas margens das cavidades, uma superficie Ossea
recoberta por uma camada de tecidos alterados: tecido carbonizado,
proveniente de dano térmico; e tecido com aspecto amorfo, proveniente de
modificagdo tecidual. Entretanto, a presenca dos tecidos alterados, cuja
espessura média foi de 25 ym (+8,7), ndo comprometeu o reparo, apenas
levou a um retardo na integragéo do tecido ésseo neoformado com o tecido
0sseo adjacente, nas margens das osteotomias. Os grupos da broca nao
apresentaram qualquer tipo de tecido alterado nas margens de suas

osteotomias.

Os grupos em que as osteotomias foram realizadas pelo laser de Er:YAG
apresentaram uma melhor condigdo de cicatrizagdo nos periodos iniciais do
processo de reparo tecidual, aos 7 e 14 dias da cirurgia, comparativamente
aos grupos que realizaram osteotomias com broca em baixa rotagdo. Aos 21
dias do pés-operatério, as caracteristicas histolégicas apresentadas em todos

os grupos foram semelhantes.

A LLLT no comprimento de onda de 685 nm favoreceu o processo de reparo
0sseo, durante a fase inicial de cicatrizacdo, 7 e 14 dias, comparativamente
aos grupos que receberam LLLT no comprimento de onda de 830 nm e aos
grupos que nao foram submetidos a LLLT. Aos 21 dias, todos os grupos

estudados apresentaram uma reparacdo dssea completa.
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APENDICE A
GRUPO 1 - osteotomia com laser de Er:YAG

SRERAER T

! g : \
tomicrografia da osteotomia a laser Er:-YAG apés 14 dias. (A) Tecido 6sseo neoformado imaturo preenchendo

FIGURA 19—
a cavidade da osteotomia (seta) (HE 50X). (B) Tecidos carbonizado e amorfo na margem da osteotomia (setas)
e substituigdo por matriz ssea (seta) (HE 400X).

preenchendo a cavidade dssea (setas) (HE 50X). (B) Tecidos carbonizado e amorfo na margem da cavidade 6ssea
e desvitalizagéo da cortical 6ssea adjacente (setas) (HE 400X).



APENDICE B
GRUPO 2 - osteotomia com laser de Er:YAG + LLLT de 685 nm

> &

! N o \ 5 ' : . e L
FIGURA 21 — Fotomicrografia da osteotomia a laser Er:YAG + LLLT de 685 nm apés 7 dias. (A) Tecido ésseo neoformado
preenchendo toda a cavidade éssea (HE 50X). (B) Tecidos carbonizado e amorfo na margem da cavidade (setas) (HE 400X).

i

"FIGURA 22 - Fotomicrografia da osteotomia a laser Er:YAG + LLLT de 685 nm apods 14 dias. (A) Tecido 6sseo de aspecto maduro
ocupando as regides cortical e medular (setas) (HE 50X). (B) Substituicdo dos tecidos por tecido ésseo neoformado (seta) (HE 400X).

FIGURA 23 - Fotomicrografia da
e medular neoformados (setas) (HE 100X). (B) Tecidos de aspecto amorfo e carbonizado sendo
substituidas por novo tecido dsseo (setas) (HE 400X).



APENDICE C
GRUPO 3 - osteotomia com laser de Er:-YAG + LLLT de 830 nm
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FIGURA 24 - Fotomicrografia da osteotomia a laser Er:YAG ias. (A) Tecido 6sseo neoformado
preenchendo toda a cavidade éssea (HE 50X). (B) Camada de tecido alterado na margem da osteotomia.

(C) Substituicdo da camada carbonizada por neoformacgéo tecidual (seta) (HE 400X).
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FIGURA 25 — Fotomicrografia da osteotomia a laser Er:-YAG + LLLT de 830 nm apés 14 dias. (A) Trabéculas 6sseas espessas na parte
cortical e na parte medular da cavidade (setas) (HE 50X). (B) Presenga dos tecidos carbonizado

e amorfo na margem da lesdo (setas) (HE 400X).

com delimitagdo das areas cortical e medular (setas) (HE 50X). (B) Substituicdo das camadas carbonizada e amorfa (seta).
Ostedcitos vazios (seta) (HE 400X).



APENDICE D
GRUPO 4 - osteotomia com broca
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FIGURA 27 Fotomlcrografla da osteotomia por broca ap6s 7 dias. (A) Tecido 6sseo imaturo e restos de coagulo sangumeo (seta)

(HE 50X). (B) Lacunas de Howship podem ser observadas (seta) (HE 400X).

e g e =

FIGURA 28 — Fotomicrografia da osteotomia por broca apés 14 dias. (A) Trabéculas ésseas ocupam a parte cortical e a
medular da cavidade. Residuos de coagulo sanguineo (setas) (HE 50X). (B) Integracdo do osso neoformado com o osso cortical
pré-existente (setas). Cortical vitalizada (seta) (HE 400X).

FIGURA 29 — Fotomicrog ia por broca apos 21 dias. (A) leerenC|a(;ao entre as porgdes cortical e medular
(setas) (HE 500X). (B) Tecido 6sseo neoformado integrando-se ao tecido 6sseo adjacente (seta) (HE 400X).



APENDICE E
GRUPO 5 — osteotomia com broca + LLLT de 685 nm

FIGURA 30 - Fo icrografia da osteotomia por broca + LLLT e 685 nm apos 7 dias. (A; Tcido ésseo imaturo neoformado
com residuos de coagulo sangtiineo ao centro (seta) (HE 50X). (B) Justaposicédo do tecido neoformado com o tecido ésseo
pré-existente (seta). Cortical 6ssea adjacente com ostedcitos viaveis (setas) (HE 400X).
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FIGURA 31 — Fotomicrografia da osteotomia por broca + LLLT de 685 nm apds 14 dias. (A) Trabéculas 6sseas na area cortical e
medular da cavidade éssea. Residuos de coagulo sangliineo (setas) (HE 50X). (B) Fragmentos 6sseos deslocados

e lacunas de Howship nas margens da osteotomia (setas) (HE 400X).

Y . ] ) A :

FIGURA 32 — Fotomicrografia da osteotomia por broca + LLLT de 685 nm apds 21 dias. (A) Tecido 6sseo neoformado

com porgdes cortical e medular definidas (HE 50X). (B) Tecido 6sseo neoformado integrando-se ao tecido 6sseo
adjacente (setas) (HE 400X).



APENDICE F
GRUPO 6 — osteotomia com broca + LLLT de 830 nm

250 pm

FIGURA 33 — Fo '
restos de coagulo sangtiineo (seta) (HE 50X). (B) Justaposigéo entre o tecido neoformado e o tecido osso pré-existente.
Fragmentos 6sseos deslocados (setas) (HE 400X).

byt

nas areas medular e cortical. Residuos de coagulo sangiiineo (setas) (HE 50X). (B) Integracéo entre o tecido 6sseo

3 7 ; ,
FIGURA 34 — Foomlcrografia da osteotomi por broca + LLLT de 830 nm apds 14 dias. (A) Trabéculas ésseas espessas
neoformado e tecido 6sseo adjacente (setas) (HE 400X).

FIGURA 35 - Fotomicrografia da osteotomia por bfoca + LLLT de 830 nm apods 1 dias. (A) Tecido 6sseo neoformado maduro.
Delimitagdo entre as partes cortical e medular (setas) (HE 50X). (B) Integracéo entre o tecido neoformado e osso cortical
adjacente (seta) (HE 400X).
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ANEXO A

PRINCIPIOS ETICOS NA PESQUISA EXPERIMENTAL"

O progresso dos conhecimentos humanos, notadamente os referentes a medicina humana e
dos animais, é necessario. O homem precisa utilizar animais na busca de conhecimento, para se
nutrir, vestir-se e trabalhar. Assim ele deve respeitar o animal, seu auxiliar, como um ser vivente
como ele.

Postula-se:

Art. | — todas as pessoas que pratiquem a experimentag¢ao bioldégica devem tomar consciéncia de que
0 animal é dotado de sensibilidade, de memoéria e que sofre sem poder escapar a dor;

Art Il — O experimentador € moralmente responsavel por suas escolhas e por seus atos na
experimentacao animal;

Art. lll — Procedimentos que envolvam animais devem prever e se desenvolver considerando-se sua
relevancia para a saude humana, o animal, a aquisicdo de conhecimentos e o0 bem da sociedade;

Art IV — Os animais selecionados para um experimento devem ser de espécie e qualidade
apropriadas e apresentar boas condi¢cdes de saude, utilizando-se o nimero minimo necessario para
se obter resultados validos. Ter em mente a utilizagdo de métodos alternativos tais como modelos
matematicos, simulagédo por computador e sistemas bioldgicos in vitro;

Art V — E imperativo que se utilizem os animais de maneira adequada, incluindo ai evitar o
desconforto, angustia e dor. Os investigadores devem considerar que os processos determinantes de
dor ou angustia em seres humanos causam o0 mesmo em outras espécies, a ndo ser que o contrario
tenha se demonstrado;

Art VI — Todos os procedimentos com animais, que possam causar dor ou angustia, precisam se
desenvolver com sedagdo, analgesia ou anestesia adequadas. Atos cirurgicos ou outros atos
dolorosos ndo podem se implementar em animais ndo anestesiados e que estejam apenas
paralisados por agentes quimicos e/ou fisicos;

Art VIl — Os animais que sofram dor ou angustia intensa ou cronica, que ndo possam se aliviar e os
que nao serao utilizados, devem ser sacrificados por método indolor que ndo cause estresse;

Art VIII — O uso de animais em procedimentos didaticos e experimentais pressupde a disponibilidade
de alojamento que proporcione condi¢cdes de vida adequadas as espécies, contribuindo para sua
saude e conforto. O transporte, a acomodagao, a alimentacéo e os cuidados com os animais criados
ou usados para fins biomédicos devem ser dispensados por técnico qualificado;

Art IX — Os investidores e funcionarios devem ter qualificagcao e experiéncia adequadas para exercer
procedimentos em animais vivos. Deve-se criar condigdes para seu treinamento no trabalho,
incluindo aspectos de trato e uso humanitario dos animais de laboratério.

Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal.



ANEXO B

NORMAS PARA A PRATICA DIDATICO-CIENTIFICA DE
VIVISSECGCAO DE ANIMAIS®

Art. 1 — Fica permitida, em todo o territorio nacional, a vivissecgédo de animais, nos termos desta Lei.

Art. 2 — Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstragdes com animais vivos deverio ser
registrados em 6rgao competente e por ele autorizado a funcionar.

Art. 3 — A vivissecgdo nao sera permitida:

| — sem 0 emprego de anestesia;

Il — em centros de pesquisa e estudos nao registrados em érgdo competente;

[l — sem supervisao de técnico especializado;

IV — com animais que ndo tenham permanecido mais de 15 (quinze) dias em biotérios
legalmente autorizados;

V — em estabelecimento de ensino de 1° e 2° graus e em quaisquer locais frequientados por
menores de idade.

Art. 4 — O animal s6 podera ser submetido as intervengdes recomendadas nos protocolos das
experiéncias que constituem a pesquisa ou os programas de aprendizagem cirirgico, quando,
durante ou apds a vivissecgao, receber cuidados especiais.

Paragrafo 1 — Quando houver indicagdo, o animal podera ser sacrificado sob estreita obediéncia as
prescri¢des cientificas;

Paragrafo 2 — Caso ndo sejam sacrificados, os animais utilizados em experiéncias ou demonstracdes
somente poderao sair do biotério 30 (trinta) dias apods a intervencéo, desde que destinados a pessoas
ou entidades idéneas que por eles queiram responsabilizar-se.

Art. 5 — Os infratores desta Lei estarao sujeitos:

| — as penalidades cominadas no artigo 6, caput, do Decreto-lei 3.688, de 03/04/41, no caso
de ser a primeira infragao;

Il — a interdicdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de pesquisas, nos casos
de reincidéncia.

Art. 6 — O Poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentard a presente Lei,
especificando:

| — o 6rgdo competente para o registro e a expedicdo de autorizacdo dos biotérios e centros
de experiéncias e demonstragées com animais vivos;

Il — as condigbes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos biotérios;

Il — o 6rgédo e as autoridades competentes para a fiscalizagdo dos biotérios e os centros
mencionados no inciso |.

Art. 7 — Esta Lei entra em vigor na data da sua publicagéo.

Art. 8 — Revogam-se as disposi¢des em contrario.

PBRASIL. Lei 6.638, de 08 de maio de 1979, que estabelece normas para a pratica didatico-cientifica da vivissecg¢éo de
animais e determina outras providéncias.



ANEXO C

f’?’? Comissdo Cientifica e de Etica
\%’ Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 03 de  junho de 2004.

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n°: 0034/04

Intitulado: Influéncia do laser de baixa potencia no reparo ésseo de
ostectomias realizadas com laser de Er:YAG e baixa
rotagéo.

do(a) aluno(a): Elaine Duarte Artuso de Mello

Programa de: Odontologia

do curso de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial

Nivel: Doutorado

Orientado pelo(a):  Prof. Dr. Rogério Miranda Pagnoncelli

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 03 de junho de 2004.

& ,:- _/". 7 - /_h
(S el nett g
Profa. Dra. Elaine Bauer Veeck
Presidente da Comiss&o 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




ANEXO D

Carta de Anuéncia

Sao José dos Campos, 22 de abril de 2004.

Eu, Prof. Dr. Egberto Munin, Chefe do Laboratorio de Lasers de Alta Poténcia
do IP&D, UNIVAP, Sao José dos Campos, tenho ciéncia do Projeto de pesquisa:
Influéncia do laser de baixa poténcia mo reparo ésseo de ostectomias
realizadas com laser de Er:YAG e baixa rotacdo: andlise histomorfométrica e
autorizo sua realizacdo no Laboratorio supracitado; podendo utilizar os aparelhos
de lasers de alta e baixa poténcia, bem como outros materiais ¢ equipamentos

necessarios a execucao da referida pesquisa.

ﬁhh\/ ) m:W )
Chefe d%oﬁb:i: :en:llta Poténcia

Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento - [P&D/UNIVAP




ANEXO E

CERTIFICADO DE CALIBRACAO
DO LASER FOTONA MODELO TWINLIGHT S/N 99000354

Especificagdo do Equipamento

Sistema a laser para uso odontoldgico composto de um laser de Nd:YAG e outro de
Er'YAG montados em um mesmo painel utilizando uma mesma fonte de alimentagdo € um mesmo
laser guia .

Laser de Nd:YAG

Laser pulsado de comprimento de onda de 1064nm.com ¢ poténcia média variavel entre 0,.5W a
8W, largura de pulso de 125 a 160 ps, taxa de pulsagdode 2 a 15 Hz, feixe entregue por fibra dtica.
Utilizagdo para cirurgia em tecido mole.

Laser e Er:YAG

Laser pulsado de comprimento de onda 2940 nm, com energia por pulso de 60mJ a 500mJ com
largura de pulso de 200 a 400 ps , taxa de pulsagdo de 2 a 15Hz,modo de entrega do feixe por brago
articulado com 5 espelhos e uma ponteira. Utilizagdo em remogdo de tecido duro.

Manutencio e calibragio do equipamento realizadas em 01/07/04
1. Servicos de manutencio executados :

- Troca do espelho traseiro danificado do laser de Erbio.

- Troca da bateria do computador e reconfiguragdo do sistema .

- Realinhamento do Laser de Erbio ¢ Nd:-YAG

- Limpeza dos componentes opticos, desde o laser até a ponteira ( P¢ de mao) .

- TromdaéguaDeionimdacﬁsmﬁanosistmdeégua,(Filu‘odeéguaneoﬁsitaseru'ocado
na préxima manutengio 1)

- Resultado ‘Laser voltou a funcionar perfeitamente , sem apresentar nenhum codigo de erro.

2. Calibracio

- Foi feita a calibaracio da poténcia média do laser de Nd:YAG e da energia dos pulses do laser
de Er'YAG

- Equipamento utilizado: Medidor ¢ poténcia/energia marca Ophir modelo 10A S/N 66708 com
display NOVA S/N 65908 calibrados em relagdo a padrdo do NIST

- Resultado

- Nd-YAG Valor de fabrica da poténcia maxima 8W. Valor medido 7.7TW + 0,5W

- Er’YAG Valor de fabrica da energia maxima 500m]; valor medido 485mJ+20ml]

Campinas, 6 de outubro de 2004

-

.
. T4 872353/0001-00

UNILASER INDUSTRIA E COMERCIO LTDA.

Artemio Scalabrin

Rua Maestro Francisco Mancel dd Sitva, 748

Santa Genebra - CEP 13080150

. 5. P \

C,qmF-ll‘vhS

£ -

Tel : (019) 3256-9281 Fax :(019) 3256-9853



ANEXO F

Uanilayp

CERTIFICADO DE CALIB]EACKO DO APARELHO DE LASER DE BAIXA
POTENCIA PHOTON LASE®

PHOTON LASE®, DMC Equipamentos Ltda, S3o Carlos, SP.
(Rua Sebastiio Moraes, 831, 13562130, Sao Carlos, SP. CNPJ
02.827.605/0001-86) . .

Sistema optoeletrénico para biomodulagdo em odontologia e
medicina.

Caracteristicas do Equipamento:

Numero de série: TO0518 i XA

Tensdo de alimentacgdo:90 ~ 240V

Fusivel: 3 A

Poténcia elétrica: 9 W

Meio ativo: InGaAlP, GaAlAs

Comprimentos de onda medidos: emissor visivel - 685 nm;
emissor infravermelho 830 nm

Poténcia util do emissor: 35 mW (ambos os emissores)

Modo de operagdo: continuo

Foi realizada a calibracdo da poténcia média do laser de
diodo em ambos comprimento de onda, no modo continuo,
através do Medidor de Poténcia da marca Melles Griot,
Modelo 13PEM001, Broad Band Power/Energy Meter.

Sio José dos Campos, 1° de outubro de 2004.

Préii

Laboratdério de Lasers de Alta Poténcia - IP&D, UNIVAP
Av. Shishima Hifumi, 2911 - S3o José dos Campos/SP - CEP 12.244.000



