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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar, por meio de analise histologica e
morfométrica, a biomodulagdo do processo de osteogénese em defeitos criticos
confeccionados em calotas craninas de ratos, submetidos a radiacdo com laser
diodo infravermelho (GaAlAs). Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar,
com peso entre 300 a 500 gramas, distribuidos aleatoriamente em dois grupos, o
controle (GC-I e Il) e o experimental (GT-I e Il), e quatro subgrupos de acordo com o
periodo de observagdo dos animais. Para os grupos controle e experimental
destinaram-se 20 animais, igualmente distribuidos. Os subgrupos experimentais
receberam a terapia laser de baixa poténcia (LLLT), em um defeito 6sseo critico de
4mm confeccionado no osso parietal direito do animal. No grupo GC-I e Il todo o
protocolo cirurgico foi realizado, porém sem a aplicagao do laser. No grupo GT-I e Il
foi utilizado o laser infravermelho (A= 830 nm, 2 J/cm?, 90mW, 27 s), de forma
pontual e continua. O protocolo de radiacéo foi estabelecido com intervalos de 48
horas, iniciando-se imediatamente apds a sutura do procedimento cirurgico e
seguindo-se até o sexto dia de pds-operatorio. Os animais foram mortos aos 07 e 21
dias apdés o procedimento cirurgico. Para analise histologica, executou-se o
processamento de rotina para a técnica de HE. As laminas foram estudadas
segundo analise descritiva e morfométrica. O fenébmeno tecidual avaliado, na analise
descritiva, incluiu a neoformacéo 6ssea. Para a analise morfométrica determinaram-
se as medias das areas de trabeculado 6sseo neoformado em relagao a area total
do defeito. Os resultados obtidos demonstraram que, segundo a analise
morfométrica, a biomodulagdo 6ssea positiva evidenciada nos grupos GT-l e |l
apresentou maior area de trabeculado 6sseo quando comparada aos grupos nao
submetidos a LLLT. Os resultados permitiram sugerir que a laserterapia de baixa
poténcia no protocolo estabelecido atua como biomoduladora 6ssea, estimulando a

osteogénese, podendo ser utilizada como coadjuvante no processo de reparo 0sseo.

Descritores’: Terapia a Laser de Baixa Intensidade. Desenvolvimento Osseo.

Oosteogénese. Bioestimulagéo a Laser.

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

The presented study aims at evaluating, through histological and
morphometrical analysis, the biomodulation of the process of osteogenesis in critical
defects made in skull bones of rats, submitted to infrared laser diodo therapy
(GaAlAs). There were used 40 rats, weight between 300 and 500 grams, distributed
randomly in two groups, the control (GC-I and Il) and the experimental (GT-I and Il)
and 4 subgroups according to the period of observation of the animals. For the
control and experimental group, there were destinated 20 animals, equally
distributed. The subgroups received a low-level laser therapy (LLLT) in a critical-size
bone defect of 4mm made in the right parietal bone. In the group GC-I and Il all the
cirurgical procedures were made, but without using laser. In the group GT-I and Il
was used infrared laser (A= 830 nm, 2 J/cm2, 90mW, 27 s) in a ponctual and steady
way. The protocol for radiation was established within breaks of 48 hours, beginnig
right after the suture of the cirurgical procedure and following it until six days after the
surgery. The animals were sacrified at 07 and 21 days after the surgery. For
histological analysis, it was used the commom technique of HE. The plates were
studied according to descriptive and morphometric analysis. The tissues evaluated,
in the descriptive analysis, included a new formation of bone. For morphometrical
analysis, there were determinated the average areas of new forming trabeculated
bones related to the total area of the defect. The obtained results show that,
according to a morphometric analysis, the positive biomodulation in bone of the
groups GT-I and Il presented a bigger area of trabeculated bone when compared to
groups which did not received LLLT. The results allow to suggest that low-level laser
therapy acts like biomodulation in bone, stimulating the osteogenesis, being able to

be used in the process of bone repairing.

Keywords? Laser Therapy. Low-Level. Bone Development. Osteogenesis.

Biomodulation Laser.

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

A palavra laser € um acronimo para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (amplificagdo da luz por emissdo estimulada de radiagao)
(BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; KERT; ROSE, 1989). Constitui uma forma
de radiacdo nao-ionizante, altamente concentrada, que, em contato com os
diferentes tecidos, resulta em efeitos fototérmicos, fotoquimicos e ndo lineares. E
considerada por muitos autores como a mais significante descoberta do século
passado por envolver infinitas perspectivas nas areas de pesquisas bioldgicas e
ciéncias médicas (BRUGNERA JUNIOR, 2003).

Essa terapia tem acdo biomoduladora terapéutica importante no processo de
reparo tecidual e € empregada amplamente nas diversas areas da saude, sendo a

Odontologia uma das ciéncias que mais faz uso dessa tecnologia.

O laser de baixa poténcia é utilizado em tratamentos médicos e odontoldgicos
visando a sua acao terapéutica sobre os diferentes tecidos bioldgicos. Estudos
experimentais, in vitro e in vivo, com severos e bem controlados parametros
metodoldgicos, sugerem que a terapia laser de baixa poténcia (LLLT — Low Level
Laser Therapy) modula varios processos bioldgicos em modelos animais apoés
exposigao a algum tipo de trauma. A LLLT atua na estimulacdo da reparagao
tecidual, melhorando a regeneracgao e a cicatrizagao de tecidos através da promogéo
da proliferacdo celular (KARU, 1989; SILVA; CAMILLI, 2006); da aceleragdo na
formacado de tecidos de granulagdo (KOLAVORA; DITRICHOVA; WAGNER, 1999);
do estimulo na sintese do colageno, com formacgao das fibras pro-colagenas tipo | e
tipo 1l (PINHEIRO; GERBI, 2006) e do aumento da sintese de ATP (adenosina tri-
fosfato) (KARU, 1989).

A LLLT de baixa intensidade esta bem indicada como coadjuvante no
processo reparacional tecidual através de seus efeitos terapéuticos gerais
(BRUGNERA JUNIOR. et al., 2003). Proporciona ao paciente submetido a uma



31

intervengao cirurgica uma maior rapidez na cicatrizagdo tecidual, reparando os
tecidos moles, 6sseo e nervoso; reduzindo o edema e o desconforto no poés-
operatorio (TRELLES; MAYAYO, 1987), além de interferir na modulagdo e na
atenuacao da sintomatologia dolorosa (FERNANDO; HILL; WALKER, 1993).

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

Os procedimentos cirurgicos no 0osso, como remogdes de cistos, enucleagdes
de lesdes tumorais, tratamento de processos inflamatdrios crénicos, exodontias, bem
como os traumatismos 6sseos, levam a perda da estrutura calcificada, promovendo
um afastamento das bordas dos tecidos traumatizados, osteotomizados e
ostectomizados, induzindo a uma cicatrizagdo por segunda intengdo, considerada o
reparo mais complexo para o organismo (PETERSON et al., 2003; ROBERTS;
GARETTO, 2000). As perdas 6sseas promovidas por fraturas faciais com perdas de
substancia ou processos patologicos dentro do complexo estomatognatico, tais
como osteomielites, lesdes cisticas, tumores odontogénicos e defeitos Osseos

periodontais, e a necessidade continua e crescente a osseointegragdao de implantes
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e enxertos 0sseos nos sitios receptores e doadores conduzem varios pesquisadores
ao desenvolvimento de novas tecnologias que visem auxiliar a reparagao do tecido

0sseo ou acelerar o processo de cicatrizagao ossea.

A terapia a laser vem sendo promovida, desde o final dos anos 60 do século
passado, como um tratamento novo, seguro e efetivo para varias condicoes
neurologicas, musculoesqueléticas e de tecidos moles (BASFORD, 1989). O uso
potencial dos lasers na biomodulagcdo do reparo 6sseo através de suas propriedades
fotoquimicas e fotobioldgicas € estudado por pesquisadores em todo 0 mundo como
método de estimulacdo da osteogénese e redutor do tempo da reconsolidagao
ossea (SILVA, CAMILLI, 2006).

O efeito fotobioestimulatério da terapia com laser de baixa poténcia
(laserterapia) tem sido comprovado pela literatura. Em pesquisas de laboratério, a
laserterapia utilizando laser de He-Ne exerce um efeito pronunciado na proliferacao,
diferenciagdo e calcificagdo da cultura de células osteoblasticas; contudo, ha uma
janela terapéutica especifica para esse efeito. A proliferacéo de células e sintese de
DNA é aumentada pela laserterapia somente quando as células estdo na fase de
crescimento ativo. Além disso, a laserterapia causa aumento do acumulo de calcio e
acelera a calcificagdo in vitro (DORTBUDAK; HAAS; MAILATH-POKORNY, 2000;
GUZZARDELLA; FINI; TORRICELLI. 2002; HAMAJIMA et al., 2003; KHADRA et al.,
2005; OZAWA, 1998; UEDA; SHIMIZU, 2001, 2003). O paralelo in vivo também foi
comprovado: a laserterapia aplicada nas fases iniciais do processo de reparo em
defeitos 6sseos causou um aumento da deposicdo Ossea e aceleragdao da
regeneracdo Ossea (BARUSHKA et al., 1995; CORSAIR 1997; DORTBUDAK;
HAAS; MAILATH-POKORNY, 2002; GARAVELLO-FREITAS et al., 2003; MERLI et
al. 2005). A bioestimulagdo causada pelo laser também foi comprovada
experimentalmente na otimizagéo do processo de reparo de enxertos (PINHEIRO et
al. 2003; GERBI et al. 2005; WEBER et al. 2006).

Entretanto, a revista de literatura revela que estudos sobre a influéncia da
radiacdo com laser de baixa poténcia sobre o tecido ésseo, através de uma

detalhada andlise do processo de reparo 6sseo, com descricdo histolégica e
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quantitativa do padrao e das regides anatdmicas de cicatrizagao tecidual, ainda sao

deficientes.

Com base nestes pressupostos, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar
a acado biomoduladora do LLLT, na osteogénese de defeitos Osseos criticos

confeccionados em calota craniana de ratos, por meio de analise histomorfométrica.
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2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O osso é uma estrutura que possuiu varias fungdes especificas, sendo
considerado o maior reservatorio de calcio do corpo. Sua composi¢cao €
aproximadamente distribuida em 8% de agua e 92% de material sélido, sendo este
ultimo dividido em aproximadamente 21% de material organico e 71% de material
inorganico. O material orgénico, ou matriz, é responsavel pela estrutura de suporte
para deposi¢cdo dos sais inorganicos, sendo constituido de colageno (90%), com o
restante de proteoglicanas. O principal sal inorganico constituinte do osso sé&o os

cristais de hidroxiapatita (Ca1O(PO4)6(OH)2). O colageno presente no osso € do tipo I,

similar ao encontrado na pele e nos tenddes, mas pode ser observada, também, a
presenca do colageno tipo Il (cartilagem), nos estagios tardios de unido 6ssea das
cicatrizagbes dos ossos fraturados de origem endocondral, através do calo 6sseo.
Entretanto, se o osso fraturado for fixado de forma compressiva, havera uma
formagdo minima do calo 6sseo, predominando o colageno tipo |. Durante o
processo de formacao e remodelacdo do 0sso, sao encontrados trés tipos de células
Osseas: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Os eventos de cicatrizagao no tecido 6sseo possuem uma fase inflamatoéria,
uma fibroblastica e uma remodeladora. Diferente do que ocorre nos tecidos moles,
no tecido &sseo, osteoblastos e osteoclastos irdo agir na reconstrucédo e
remodelacdo do tecido lesado. As células osteogénicas (osteoblastos), com grande
importancia na cicatrizacdo, sao derivadas do periosteo, endosteo e células
mesenquimais indiferenciadas circulantes. Os osteoclastos agem reabsorvendo 0sso
necrético e aquele que necessita de remodelacido, induzindo os osteoblastos a
depositarem ostedide que, quando mantido imével durante o processo de
cicatrizacao, torna-se uma estrutura calcificada por deposi¢gdo de mineral. Quando
um osso € fraturado e suas extremidades livres afastam-se por mais de um

milimetro, ele cicatriza por segunda intengdo, ou seja, durante a fase fibroblastica,
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deve haver uma grande deposicdo de colageno destinado a preencher o espacgo
formado. Os fibroblastos e os osteoclastos produzem uma grande quantidade de
matriz fibrosa cicatricial, que se estende além das extremidades livres do 0sso,
formando o calo ésseo (PETERSON et al., 2003).

FRAME (1980 apud SCHMITZ; HOLLINGER, 1986) relatou que, em todo
estudo experimental, deve ser determinado o defeito de tamanho critico (CSD —
Critical Size Defect). O CSD é definido como o menor defeito intra-6sseo que nao
cicatrizara durante a vida do animal. Dessa forma, quando se objetiva a cicatrizagéo
O0ssea completa, deve-se optar por dimensdes menores ao CSD determinado, caso

contrario havera formacéao de tecido fibroso ao invés de tecido 6sseo.

O tecido ésseo é um tecido conjuntivo especializado constituido de 33% de
matriz organica, que inclui 28% de colageno tipo | e o restante de matriz organica
formada por proteinas n&o colagenas, incluindo osteonectina, osteocalcina, proteina
morfogénica O0ssea, proteoglicana dssea e sialoproteina éssea. Apesar do aspecto
aparentemente inerte, os 0ssos crescem, sao remodelados e mantém-se ativos
durante toda a vida do organismo. Quando lesados, como em fraturas, sdo capazes
de sofrer reparacdo, fenbmeno que demonstra sua permanente vitalidade. A
homeostase do tecido ésseo € controlada por fatores mecanicos e humorais, locais e
gerais (TEN CATE, 1994; KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

Diversos tipos celulares compdem o tecido 6sseo, dentre os quais:

a) osteoblastos: células que sintetizam a parte organica da matriz 6ssea e
que, no momento em que estdo envolvidos completamente por matriz
0ssea, dao origem aos osteocitos. S&do encontrados alinhados ao longo
das superficies 6sseas (BURKITT; YOUNG; HEALTH, 1997; ROSS;
ROMRELL, 1993; SILVA JUNIOR, 2000);

b) ostedcitos: células localizadas em cavidades ou lacunas dentro de
trabéculas 6sseas formadas. Essas células estdo associadas a
nutricdo das trabéculas, possuindo prolongamentos citoplasmaticos

que se conectam uns aos outros e representam, sobretudo,
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osteoblastos inativos aprisionados dentro do osso (BURKITT; YOUNG;
HEALTH, 1997; ROSS; ROMRELL, 1993; SILVA JUNIOR, 2000);

c) osteoclastos: células que participam do processo de reabsor¢gédo do
tecido 6sseo. Séo células gigantes e multinucleadas, extensamente
ramificadas, derivadas da fusdo de mondcitos que atravessam os
capilares sanguineos. Os osteoclastos penetram na matriz 0ssea,
através da acao enzimatica, formando depressdes conhecidas como
superficies de reabsor¢cao ou Lacunas de Howship e constituem um
grupo extremamente importante, pois - juntamente com os
osteoblastos — participam na rotatividade e na remodelagao constante
do osso (BURKITT; YOUNG; HEALTH, 1997).

As superficies internas e externas dos o0ssos sao recobertas por células
osteogénicas e tecido conjuntivo, constituindo o endosteo e o periosteo,
respectivamente. A camada mais superficial do peridsteo contém, sobretudo, fibras
colagenas e fibroblastos. Alguns feixes de fibras colagenas do peridsteo,
denominadas fibras de Sharpey, penetram no tecido dsseo prendendo firmemente o
peridsteo ao osso (BURKITT; YOUNG; HEALTH, 1997).

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

As células osteoblasticas desempenham papel fundamental nos processos de
formacdo Ossea e ativagcdo da funcdo osteoclastica. Quando completamente
diferenciados, os osteoblastos dispdem-se numa unica camada de células que
recobre as superficies dos ossos compactos e esponjosos (VAES, 1988). Desta

forma, estas células podem manter-se ativas produzindo o0sso, permanecerem
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inativas ou envolvidas no processo de iniciagdo de reabsorgao 0ssea. Para ocorrer 0
processo de reabsorcao 6ssea, € necessario que as células osteoclasticas penetrem
nas camadas celulares constituidas pelos osteoblastos e ostedcitos e recebam
acesso direto a superficie mineralizada (LERNER, 2000). Desta forma, as células
osteoblasticas e osteoclasticas possuem atividades intimamente relacionadas
(DUCY; SCHINKE; KARSENTY, 2000).

2.2 REPARO OSSEO

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

de colageno e a epitelizagéo das feridas (KARU, 1989).

O processo de reparo 0sseo € descrito por trés fases: fase inflamatoria, fase
reparadora e fase de remodelagcdo. A fase inflamatéria é caracterizada pela
formagdo de um coagulo sanguineo que envolve as superficies dsseas no local da
lesdo, estendendo-se pelo periésteo e cavidades medulares préximas,
acompanhadas de edema mais ou menos intenso. Instala-se, assim, um processo
inflamatorio agudo com grande mobilizacado de neutréfilos e macrofagos, provocado
pela liberagdo de substancias quimiotaticas (a exemplo da histamina e serotonina)
no local lesionado. Esta fagocitose tem como objetivo iniciar a remogao do coagulo
das regides necrosadas e dos ostedcitos mortos que surgem nas superficies 6sseas
da regido lesionada. Imediatamente apds, inicia-se a fase reparadora com o
aparecimento de um grande numero de fibroblastos produtores de colageno tipo Il
responsaveis pela formacdo de um calo fibroso, no qual as fibras colagenas
envolvem a regido lesionada. A medida que a acdo dos macréfagos prossegue,
reabsorvendo o coagulo e o tecido 6sseo necrosado, surge, gradativamente, uma
nova rede capilar, oriunda das células endoteliais remanescentes dos vasos

rompidos e das células mesenquimais indiferenciadas, as quais invadem a regido do
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coagulo juntamente com fibroblastos e osteoblastos, para formar, rapidamente, um
novo tecido 6sseo no local, por um processo de ossificagdo intramembranosa ou
endoconjuntiva, resultando em um osso imaturo. O calo 6sseo tem uma textura
prépria, mais celular e menos mineralizada, indicando a rapidez do processo de
ossificagao e justificando a denominagao de osso imaturo. Na fase remodeladora, o
calo 6sseo passa por uma série de processos de reabsor¢cao e neoformacéao, até
que a regido lesionada retome as caracteristicas morfolégicas, biomecanicas e
funcionais que possuiam antes da lesdo. As atividades osteoblasticas e
osteoclasticas removem os excessos de material do calo 6sseo, restabelecendo as
cavidades Osseas que existiam e reconstroem os sistemas de Havers e o
trabeculado de 0sso esponjoso na mesma disposi¢ao anterior a lesdo (CATANZARO
GUIMARAES, 1982; POSPISILOVA, 1982).

A remodelacao 6ssea fisioldgica € um processo complexo que resulta na
reabsor¢ado do osso pré-existente de uma determinada area especifica, seguida pela
neoformacéo ossea (HILL; ORTH, 1998). Desta forma, o equilibrio da massa 6ssea

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

O processo de reabsorcdo éssea inclui a dissolugdo dos cristais de
hidroxiapatita e a quebra das proteinas da matriz éssea extracelular (LERNER,
2000). Morfologicamente e bioquimicamente, o processo de reabsorgéo éssea inicia-
se pela dissolucdo de componentes inorganicos seguida da degradagao da matriz
ossea. Com a evolugao desse processo, os componentes organicos séo fagocitados
através de vesiculas, enquanto que os componentes inorganicos sao conduzidos
para o meio extracelular através da membrana celular (SALO et al., 1997; LERNER
et al., 1997).

Entende-se por regeneracéo a substituicdo das células lesadas por outras
de mesma morfologia e fungao. No tecido ésseo, defeitos com dimensdes pequenas
reparam-se com facilidade, sem deixar cicatriz fibrosa, em virtude de disporem de
mecanismo reparador semelhante ao da osteogénese embriolégica (SEAL; OTERO;
PANITCH, 2001), mecanismo este que ndo ocorre em defeitos que apresentam
dimensdes maiores. Estudos experimentais com o objetivo de avaliar o processo de

regeneragao Ossea deverao apresentar defeitos com determinadas caracteristicas
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morfolégicas de extensdo e largura suficientes para impedir a regeneragao Ossea
espontanea. Esses defeitos foram denominados por Schmitz e Hollinger (1986)
como criticos. Nestas situagdes, em que o defeito 6sseo criado atinge as propor¢des
do tamanho estipulado como critico, ocorre a formagao de tecido conjuntivo fibroso
em lugar de 0sso. Isto pode ser considerado como o fator distintivo que serve para

sugerir uma inter-relacao entre defeito dsseo critico e a ndo-uniao fibrosa.

2.3 LASER

Ao laser de baixa poténcia € atribuido efeito analgésico, antiinflamatoério e
estimulante do processo de cicatrizacédo, sendo o estudo das interagdes entre a luz
laser e a matéria viva marcadamente complexos. A energia depositada nos tecidos
sobre fendbmenos de absorgcdo, reflexdo, difusdo e transmissdo (PANARELLO,
2003).

O uso dos lasers na biomodulagao do processo inflamatério e reparo ésseo
através de suas propriedades fotoquimicas e fotobioldgicas tem sido estudado por
pesquisadores do mundo inteiro com o objetivo de proporcionar ao paciente
submetido a cirurgia uma maior rapidez na cicatrizagdo 6ssea, menor desconforto
pos-operatorio, menor quadro de edema pos-cirurgico e melhor cicatrizagao tecidual
(TAKEDA, 1988).

O laser € um dispositivo que produz radiagao eletromagnética no espectro da
luz. Inicialmente, apenas uma pequena parte da radiagdo eletromagnética era
conhecida, isto &, a parte visivel. Newton e outros fisicos foram os primeiros a
demonstrar as caracteristicas das ondas eletromagnéticas, quando propuseram que
as ondas de luz podiam interferir umas com as outras. O passo seguinte foi mostrar
que as varias cores correlacionavam-se com diferentes comprimentos de onda. A luz
vermelha tem o maior comprimento de onda, enquanto a violeta possui 0 menor. As
outras cores (laranja, amarelo, verde e azul) estdo entre estes extremos. A radiagéo
com comprimento de onda maior que o vermelho foi denominada infravermelha.

Essa radiacao, entretanto, € completamente invisivel, pois ndo tem energia de foton
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suficiente para excitar as células visuais na retina do olho humano. Do mesmo
modo, a radiacao invisivel com comprimento de onda menor que a luz violeta foi
denominada de radiag&o ultravioleta (PONTINEN, 1992).

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

Sabe-se que a luz coerente é caracterizada por possuir todas as ondas com o
mesmo comprimento, consequentemente possuindo a uniformidade da luz. A
monocromaticidade revela a pureza da luz laser, composta de uma unica cor, com
qualidade de brilho e comprimento de onda especifico, enquanto que o efeito
colimado apresenta todas as ondas sempre paralelas entre si, ndo havendo
dispersao, ou seja, sao capazes de percorrer longas distancias sem aumentar seu
diametro (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; BRUGNERA JUNIOR et al.,
2003; MAILLET, 1997; LOW; RED, 2001; 1987; MAINAN, 1996).

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

sélido, liquido, gasoso ou misto.

Os lasers também podem ser classificados de acordo com seu comprimento

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

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

contato, ou se o raio & focado ou desfocado (PINHEIRO et al., 1998).

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

insercado da DE, poténcia de emissao e da area do spot.

O laser de baixa poténcia foi introduzido na area médica ha aproximadamente
30 anos. Os aparelhos utilizados atualmente estao disponiveis em ambas as formas
de emissao, continua e pulsatil, e operam com comprimentos de onda no espectro
visivel ou invisivel (TURNER; HODE, 1997). Ao contrario do laser cirirgico que

opera com poténcia de miliwatts a centenas de watts, provocando ablacéo tecidual,
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o laser nao-cirurgico tem sua poténcia variando de 1-50 mW, o que nao provoca
alteracdes de temperatura nos tecidos (HALL et al.,, 1994). Apesar disto, ha uma
tendéncia de se produzirem equipamentos com poténcias mais elevadas, como, por
exemplo, alguns aparelhos de laser de Arseneto de Galio e Aluminio (AlGaAs), cuja
poténcia ja alcanca 1000 mW (TURNER; HODE, 1997). A terapia com a luz laser em
baixa poténcia deve seguir os seguintes parametros: escolha do comprimento de
onda, densidade de energia, densidade de poténcia, tipo de regime de operagéo do
laser, freqUéncia do pulso, numero de sessbes, caracteristicas Opticas do tecido,

como os coeficientes de absorgéo e espalhamento (CATAO, 2004).

Os lasers de baixa intensidade sdo usados com o propdsito terapéutico, em
virtude das baixas densidades de energias usadas e comprimento de onda capaz de
penetrar nos tecidos. Muitos estudos tém demonstrado a utilizacdo do laser em
baixa intensidade na Odontologia, promovendo uma recuperagcao mais rapida e
menos dolorosa (CATAO et al., 2003). Os lasers em baixa poténcia mais utilizados
na terapéutica sado os lasers Heélio-Nebénio (HeNe) e os diodos (BASFORD, 1995;
PINHEIRO et al., 1998). O laser HeNe foi o primeiro laser gasoso desenvolvido e
também o primeiro a emitir de forma continua raios com dois comprimentos de onda:
.=632,8 nm (vermelho) e .=543,5 nm (verde), com poténcia podendo variar de 1 mW
a dezenas de mW (BASFORD, 1995).

Segundo Ribeiro (1999), é util definir a possivel agado dos lasers em baixas
intensidades de poténcia como efeitos n&o térmicos no ponto de vista fisico. O laser
diodo € um chip semicondutor que funciona como um diodo elétrico, com
comprimento de onda variando entre .=620 nm e .=1500 nm, nos espectros
vermelho e infravermelho, que sdo determinados pelo tipo de material semicondutor
utilizado. Na maioria dos semicondutores, a energia € liberada na forma de calor.
Porém, em materiais como galio, aluminio e arsénio, a energia é liberada na forma
de fétons (PINHEIRO et al., 1998). Os mais comuns sdo, geralmente, variagdes do
GaAlAs, o qual emite um espectro na faixa do infravermelho (.=700 nm a 940nm), ou
do fosfeto arseneto de galio e indio (InGaAsP), o qual emite espectro visivel de luz
vermelha (.=600 a 680nm), com poténcia tipicamente entre 10 e 50 mW (WALSH,
1997).
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Os lasers de GaAlAs sao muito utilizados na biomodulagdo. A composicao do
cristal semicondutor de luz pode variar consideravelmente. Dependendo da
porcentagem de cada substancia utilizada, o comprimento de onda da luz emitida
pode variar de .=660 a .=940 nm. Os mais utilizados sao os lasers com comprimento
de onda de .=820 a .=830 nm (infravermelhos) e .=670 nm (vermelho), os quais

emitem radiagéo tanto no modo continuo quanto no pulsado (PONTINEN, 1992).

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

O entendimento da interagcdo entre os lasers e os tecidos baseia-se
principalmente no entendimento das reagcbes que podem ser induzidas nestes
tecidos pela luz laser. Cada tipo de laser resulta em uma luz de comprimento de
onda especifico, e cada comprimento de onda reage de uma maneira diferente com
cada tecido. Outro fator importante que deve ser analisado, conjuntamente, é a
densidade de energia (BRUGNERA JUNIOR, 2003; KARU, 1989; VECOSO, 1993).

A acao antiinflamatdria € exercida mediante a aceleragao da microcirculacao,
originando alteragdes na pressao hidrostatica capilar, com reabsor¢ao do edema e
eliminagdo do acumulo de catabdlitos intermediarios, tais como o acido purinico e o
lactico. Por outro lado, o laser aumenta a celularidade dos tecidos radiados,
acelerando o tempo de mitose, acdo esta que é observada principalmente nos

processos de reparacao cicatricial de lesdes, por proporcionar uma maior
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vascularizacdo e formacdo abundante de tecido de granulagdo (KARU, 1989;
VECOSO, 1993).

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

2.4 LASERTERAPIA

A laserterapia é usada na Biomedicina, principalmente para promover a
regeneragao tecidual e tem, como vantagens, o controle da dor pds-operatéria, a
estimulagcdo da cicatrizacdo, a reducdo da inflamagdo e a diminuicdo da dor. O
aumento na producdo de fibroblastos e colageno, o aumento da circulagéo
sanguinea dentro do tecido regenerado, bem como o efeito supressivo nas reagdes

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

Observagdes clinicas tém sugerido que a LLLT tem efeitos benéficos no
processo de cicatrizagao tecidual. Embora a terapia com lasers de baixa poténcia
seja utilizada sem o estabelecimento de protocolos clinicos especificos, varios
autores tém reportado os efeitos biomoduladores nos processos de cicatrizacdo em
modelos animais e em meios de cultura tecidual. A terapia com laser em baixa
intensidade é caracterizada por promover a estimulacdo no crescimento celular,
revascularizacao e reducao dos sinais inflamatérios em processos de cicatrizagao de
feridas. O mecanismo pelo qual o laser promove a aceleragdo nos processos
Cicatriciais é estabelecido através de um estimulo no metabolismo intracelular e na
producao de colageno pelos fibroblastos, os quais produzem uma maior organizagao
e entrelacamento das fibras colagenas (KERT; ROSE, 1989; LYONS et al., 1987).
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A extensdo da interacdo entre lasers e tecidos €& determinada pelo
comprimento de onda da luz laser e pelas caracteristicas 6pticas de cada tecido.
Quando a luz laser incide em um tecido biologico, uma parte da luz é refletida e uma
parte da luz remanescente que foi transmitida € espalhada dentro do tecido; a parte
da luz remanescente € absorvida, tanto pela agua do tecido ou por algum outro
croméforo absorvedor, como a hemoglobina e a melanina. Finalmente, uma parte da
luz pode ser transmitida ao longo de toda a espessura do tecido (ZEZELL et al.,
2004).

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

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

A biomodulacdo pelo laser € um fenédmeno fotobioldgico. A magnitude do
efeito da bioestimulagado depende do estado fisiolégico da célula antes da radiagao.
Estudos indicam que a radiacdo com lasers causa um aumento no numero de
células, especificamente se estas encontrarem-se na fase de transicdo G1-S, bem
como na fase S da mitose celular. Tal fato esta relacionado ao aumento da sintese
de DNA (Acido Desoxirribonucléico) pelas células na fase S da mitose celular
(KARU, 1989).

Os efeitos positivos da fototerapia em casos de tratamento sistémico podem
ser explicados pelo fato de a luz de baixa poténcia (azul, vermelha) atuar nas células

excitaveis para gerar um potencial de acao nelas (KARU, 1989). Quando as células
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sao radiadas por lasers com varios espectros de ondas visiveis, a luz é absorvida
pelos componentes da cadeia respiratoria, € os eventos primarios fotoquimicos e
fotofisicos ocorrem no interior das mitocdndrias, em caso de organismos
eucariontes; e nas membranas celulares, em caso de células procariontes
(TIPHLOVA; KARU, 1987).

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

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

Segundo Karu (1989), é possivel concluir que a radiagdo com luz
monocromatica, nos espectros azul, vermelho e infravermelho, pode aumentar os
processos metabdlicos celulares e ativar a proliferacdo celular. Os efeitos
fotobiolégicos de estimulagdo dependem diretamente do comprimento de onda, da
dose e da poténcia da luz utilizada. Além disso, quando se requer a produgcao de
efeitos biomoduladores, € necessario que a densidade de energia efetiva seja
comparativamente baixa (10-103 J/cm?) e o periodo de tempo da radiacéo seja curto
(10-100s). Portanto, quando a luz laser interage com as células e com os tecidos na
dose adequada, outras funcdes celulares poderao ser estimuladas, tais como: a

ativacdo de linfocitos e mastdcitos (CATAO, 2004), incrementos da formacgdo de
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colageno e precursores (PONTINEN, 1992), aumento do nivel BR-endorfinas no
liquido cefalorraquidiano nos tratamentos de algias do trigémio; variacdes
quantitativas de prostaglandinas; liberagdo do conteudo dos gréanulos
citoplasmaticos da fagocitose (EL SAYED; DYSON, 1990), como também o efeito
modulador na sintese protéica, na revascularizagcdo, na proliferacdo e na
diferenciagdo celular (BASFORD, 1989, 1995; ROCHKIND et al., 1989; PINHEIRO;
GERBI, 2006). Outros efeitos relatados incluem a capacidade imunossupressora
(RIGAU, 1998) e a regeneragao nervosa (ANDERS et al., 1993).

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

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

Os efeitos da laserterapia na ferida cirurgica tém sido atribuidos ao aumento
da proliferacdo celular. Porém, ha controvérsias no que diz respeito aos efeitos da
laserterapia nao cirurgica na proliferagao celular, pois existem estudos que ora
apresentam efeitos estimulatorios, ora inibitérios da agdo do laser nas culturas
celulares (KARU, 1989). Tal mecanismo estimulatério e inibitorio da acédo do laser
nas culturas celulares, utilizando luz visivel com o mesmo comprimento de onda e
mesmo coeficiente de absorcdo da luz, pode ser explicado da seguinte forma: ha
dois processos envolvendo os mesmos fotoprocessos primarios de excitagao
eletrénica, um dos quais é o responsavel pela aceleracdo da transferéncia dos
elétrons, ocasionando alteragdes no potencial de membrana celular em alguma
sec¢ao da cadeia respiratoria mitocondrial, enquanto que o outro processo explicita
a transferéncia da energia de excitagdo do oxigénio sob a forma de radical livre. A
baixa dose de radiacdo causa regulacdo do metabolismo celular e,
consequentemente, ocorre a predominancia dos processos formativos. Com doses

elevadas, o dano ao sistema fotodinamico prevalece, sendo a quantidade de luz
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fornecida a célula um gatilho para regulagdo do metabolismo celular. Isto explica
porque as baixas doses e intensidades sdo necessarias (KARU, 1989). A magnitude
do efeito biomodulador esta diretamente relacionada com o estado fisiologico da
célula antes da radiagdo. Por essa razéo, os efeitos biomoduladores nem sempre
sdo possiveis (WEBER et al., 2006).

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

A laserterapia tem empregado largas por¢des do espectro de luz visivel e
infravermelho. Os primeiros estudos enfatizavam a luz visivel de laser com meio
ativo gasoso, como hélio-nedbnio, rubi, argbnio e cripténio. Mais recentemente, os
lasers diodos semicondutores de GaAs e GaAlAs tornaram-se mais disponiveis e
vém sendo muito utilizados e estudados. Ha uma aceitagdo crescente que esses
lasers sao particularmente efetivos. Hoje, os aparelhos de HeNe ainda sdo muito
utilizados, mas a maioria dos trabalhos é feita com o GaAs e GaAlAs, com
comprimentos de onda entre .=820 nm e .=904 nm (BASFORD, 1995).

A laserterapia inicialmente envolvia lasers com poténcias iguais ou menores a
1 mW. Com o tempo, a tecnologia melhorou e as poténcias aumentaram, variando
entre 10 e 90 mW, ou mesmo um pouco acima de 100 mW. O tempo de tratamento,
entretanto, diminuiu, enquanto a poténcia aumentou e a dose permaneceu préxima
de 1 a 4 Jicm®. Devido as semelhancas na dose e & convergéncia na escolha do
laser, diferencas significativas persistem entre os tratamentos, destacando-se:
velocidade do pulso, modo de aplicagdo (em contato ou ndo) e utilizagdo de um

unico comprimento de onda ou uma combinagéo destes (BASFORD, 1995).
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Varios mecanismos de bioestimulacdo pelo laser tém sido propostos e
investigados. Passarella et al. (1984) mostraram que a radiacéo laser geraria um
potencial eletroquimico extra e um aumento na sintese de ATP em nivel
mitocondrial. Utilizando o laser de HeNe (.= 632,8 nm; 15 mW), constataram um
aumento no gradiente de ions ao nivel da membrana mitocondrial e uma sintese de
ATP aumentada em 70%, em células radiadas, em relagdo aos controles nao
radiados. Os autores atribuiram a radiacédo laser as alteracdes nas mitocondrias
celulares, pois, quando os experimentos foram realizados na presencga de inibidores
dos canais de transporte de elétrons da membrana mitocondrial, a radiagdo nao
produziu nenhum efeito, indicando que a bioestimulacdo com o laser requer o

transporte de elétrons nas membranas mitocdndrias para exercer a sua agao.

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

periodo de 5 dias).

O mesmo efeito da terapia com laser em baixa poténcia no processo de
cicatrizagdo de feridas nao foi observado nos estudos de Hall et al. (1994). Os
autores realizaram um experimento randomizado na regido caudo-dorsal de 38
ratos, confeccionando duas lojas cirurgicas com estratos celulares de epiderme e
derme em cada lado da regido caudal dos animais. Os animais foram divididos em 2
grupos, cada qual com 2 subgrupos: o grupo experimental, tendo uma loja cirurgica
irradiada e a loja contralateral, ndo irradiada, servindo de comparagao para possiveis
efeitos sistémicos surgidos na regido distante da radiagdo, e o grupo controle, com
ambas as cavidades sem sofrerem irradiacdo. Foram estabelecidas baixas doses de
radiacdo (DE = 0,4 a 4 J/cm?) diarias de 0,2 J/cm? (.=904 nm; 1 mW; 500 Hz). O

laser foi utilizado perpendicularmente a uma distdncia de 2 mm. Os animais foram
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sacrificados a partir do terceiro dia, aos pares, € a cada 48h, sucessivamente,
totalizando 21 dias. Os autores nao encontraram diferengas clinicas e microscopicas

entre o grupos radiado e o grupo controle, durante o periodo de observagao.

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

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

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

menor tempo de exposicao.

Kreisler et al. (2002) também avaliaram o efeito do laser diodo (.=809 nm) na
taxa da proliferacdo de fibroblastos gengivais humanos in vitro. Um grupo de 110
culturas de fibroblastos foi radiado com um laser diodo (GaAlAs; .=809 nm; 10 mW),
com doses entre 1,96 Jicm? e 7,84 Jicm?. O tempo de exposi¢do variou entre 75 e

300s. Outras 110 culturas de fibroblastos serviram como controle e ndo receberam
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radiacdo. O tratamento com laser realizou-se alternadamente em uma, duas e trés
vezes, em um intervalo de 24h. A taxa de proliferacao foi determinada pela atividade
de fluorescéncia por um indicador adicionado a cultura celular. A proliferagdo foi
determinada 24, 48 e 72h apds a radiacao. Os resultados mostraram que as células
radiadas revelaram uma atividade proliferativa consideravelmente maior. As
diferencas foram bastante significativas, 24h apds a radiacdo, mas diminuiram de
uma maneira energia-dependente 48 e 72h apos a radiagédo. Os autores concluiram
a evidéncia da laserterapia no processo de proliferacao fibroblastica, porém o tempo
de duracdo parece ser limitado. Os pesquisadores ressaltaram que os resultados
encontrados podem ser clinicamente relevantes, indicando que tratamentos
repetitivos sdo necessarios para alcancar um efeito positivo do laser nas aplicacdes

clinicas.

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

comprovado o efeito positivo biomodulador da LLLT em feridas cutaneas.

Al-Watban e Zhang (1999) realizaram um estudo, em ratos, para avaliar
varios tipos de lasers (HeCd, .=442 nm; Argbnio, .=488-514 nm; HeNe, .=632 nm;
Kriptonio, .=647-670 nm; GaAlAs, .=780 nm e GaAlAs, .=830 nm), com diferentes
doses (10 J/cm?, 20 J/cm? e 30 J/cm?), a fim de encontrar qual a melhor dosimetria e
qual o efeito mais satisfatorio dentre os lasers analisados. O HeNe demonstrou ser o
mais efetivo com a dose de 20 J/cm?. Foi avaliada, também, a transmissao do laser
na pele, a qual cresce proporcionalmente ao comprimento de onda. Pelos
resultados, os autores observaram que a transmissdo nao € proporcional a quantia
de biomodulagao do laser. Assim, concluiram que a aceleragcado na cura das feridas

pode nao estar atribuia a transmissao na pele.

2.5 LASERTERAPIA NO PROCESSO DE REPARO OSSEO
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Barushka et al. (1995) investigaram o efeito do laser de (He-Ne) no reparo
o0sseo de defeitos criados na tibia de rato, empregando métodos bioquimicos e
histomorfométricos quantitativos. A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi maxima
em 6 dias apds a criagao do defeito, sendo reduzida no 12° dia. A cinética total da
atividade da fosfatase acida resistente ao tartrato (TRAP) coincidiu com aquela da
ALP, mas com pico aos 12 dias apdés a cirurgia. O célcio acumulou
progressivamente no local da lesdo, com pico aos 11 dias e subsequente declinio. A
avaliagao histologica revelou afinamento do canal intramedular com osso jovem no
local da lesdo 6 dias apoOs a cirurgia e progressiva diminuicdo do defeito Gsseo
cortical por ossificacdo membranosa. A irradiagao direta no defeito 6sseo com laser
He-Ne no 5° e 6° dia apds a cirurgia alterou a populagao de células osteoblasticas e
osteoclasticas, como demonstrado pelo aumento significativo de 2,2 pontos na
atividade da ALP em relagc&o aos ratos controle (ndo irradiados com 10 dias apods a
cirurgia) e uma diminuigao significante de 40% na atividade da TRAP em 11 dias. A
analise histomorfométrica revelou um acumulo mais rapido de novo o0sso reparativo
no local do defeito, nos ratos irradiados com laser. O volume fracionado (percentual
total do volume da zona do defeito) do novo osso compacto reparativo foi de 27 +
9%, 88 + 9%, e 94 £ 6% em 10, 13 e 15 dias apos o defeito, respectivamente, nos
ratos tratados com laser. Os valores respectivos do controle foram 9 £ 7%, 44 £ 9%,
e 58 + 5% para o mesmo intervalo de tempo. A fragdo de volume do trabeculado
0sseo no defeito diminuiu mais rapidamente com o tempo nas tibias tratadas com
laser do que no controle. Foi sugerido que a irradiagéo laser He-Ne com tempo,
energia e frequéncia adequados apds o defeito, provavelmente, afeta a populagéo
local de osteoblastos e osteoclastos, como demonstrado pela alteragcdo na atividade
do ALP e TRAP. Ademais, a analise histomorfométrica revelou um reparo ésseo
mais acentuado em dois pontos distintos da tibia em relacdo as demais regides
naqueles animais submetidos a laserterapia.

Saito e Shimizu (1997) avaliaram os efeitos da irradiacdo com laser de baixa
poténcia na regeneragcdo Ossea durante expansdo de sutura palatina média em
ratos. A irradiagdo com laser diodo Galium-aluminio-arsénio 100 mW foi aplicada na
sutura palatina média durante expanséo, por 7 dias (3 a 10 minutos por dia), 3 dias

(7 minutos por dia por dia 0-2 ou 4-6) e 1 dia (21 minutos ininterruptos no dia 0). A
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regeneragdo Ossea na sutura média palatina foi estimada pelo método
histomorfométrico. Apds 7 dias, o grupo irradiado mostrou aceleragao significativa de
1,2 a 1,4 pontos, em comparagao aos ratos nao irradiados. A irradiacdo durante os
periodos iniciais da expansao (dias 0 a 2) foi mais efetiva; entretanto, em nenhum
dos periodos tardios (4 a 6 dias) a irradiacdo teve efeito na regeneragao Ossea.
Esses resultados sugerem que a irradiagao laser de baixa poténcia pode acelerar a
regeneragao 0ssea na sutura palatina mediana durante a expanséao rapida do palato
e que esse efeito é dependente ndo somente na dose de irradiacéo laser total, mas
também do tempo e da freqiéncia da irradiacdo. Esses dados sugerem que a
terapia laser pode ter beneficio terapéutico na inibicdo de recidiva e redugao do
periodo de retengdo pela aceleragdo da regeneragdo Ossea na sutura palatina

mediana.

Ozawa et al. (1998) investigaram os efeitos da irradiacdo laser de baixa
energia em varios estagios da proliferacdo celular, formagdo de nddulos Gsseos,
atividade da fosfatase alcalina e expressao génica da osteocalcina, usando células
em cultura obtidas da calvaria de ratos. Os osteoblastos foram isolados da calvaria
de fetos de ratos e irradiados com um laser Ga-Al-As de baixa energia (830 nm, 500
mW, 1 min, 3,82 J/cm?) em varios estagios da cultura de células (1-16 dias). A
irradiagdo nos estagios iniciais estimulou significativamente a proliferagdo celular,
atividade de fosfatase alcalina e expressao da osteocalcina. Além disso, estimulou
significativamente o maior niumero e maior area de ndodulos Osseos que se
desenvolveram na cultura no 21° dia. Entretanto, esses efeitos ndo puderam ser
encontrados nas irradiagbes dos periodos tardios. Esses resultados sugerem que a
irradiacao laser pode ter dois papéis importantes na estimulagao da formagao dssea.
O primeiro é estimular a proliferagdo de células, especialmente a proliferacao de
células formadoras de nodulos de linhagens osteoblasticas e estimular a
diferenciagdo celular, resultando em um aumento no numero de células
osteoblasticas mais diferenciadas e um aumento na formacao 6ssea. A estimulagao
e a formagdo Ossea podem ser vistas somente quando células imaturas sao

irradiadas.

Freitas, Baranauskas e Cruz-Hoéfling (2000) estudaram a influéncia de um

laser He-Ne (hélio nebnio) na osteogénese apds um defeito cirurgico critico. Foram
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utilizados ratos machos Wistar com peso entre 250 e 300 g. O defeito 6sseo
realizado na tibia de ratos foi de 2 mm de didmetro e atingiu apenas uma cortical
ossea. O tratamento com laser iniciou apos 24 horas a cirurgia. Os animais foram
separados em trés grupos, pelas diferentes doses de irradiacdo e, apds as
aplicagoes diarias, eles foram sacrificados com 8 e 15 dias apds a cirurgia. A analise
microscopica oOptica e eletrbnica revelou que o tratamento com laser das lesdes
O0sseas com doses de 31,5 e 94,7 J/cm? resulta em formacéo de fino trabeculado
0sseo, que indica maior sintese de fibras colagenas e que a atividade osteoblastica

foi aumentada pela radiagao laser de baixa energia.

Ueda e Shimizu (2003) determinaram o efeito da frequéncia do pulso da
laserterapia de baixa intensidade na formacédo de nodulos ésseos em células da
calvaria de ratos in vitro. Células parecidas com osteoblastos foram isoladas da
calvaria de fetos de ratos e foram irradiados uma vez com laser GaAlAs de baixa
energia (830 nm, 500 mW, 0,48 — 3,84 J/cm?) em 4 diferentes modos de irradiagéo:
irradiagéao continua (Cl), e 1-, 2-, e 8- Hz irradiagdo pulsada (PI-1, PI-2, PI-8). Entao,
foram investigados os efeitos na proliferacdo celular, formagdo de nédulo ésseo,
atividade de fosfatase alcalina (ALP) e expressao génica de ALP. A irradiagao laser
em todos os grupos estimulou significativamente a proliferagdo celular, formagéo de
nddulos 6sseos, atividade de ALP e expressédo génica do ALP, quando comparado
com grupo nao irradiado. Notavelmente, PI-1 e -2 irradiados marcadamente
estimularam esses fatores, quando comparados com os grupos Cl e PI-8 e PI-2,
onde a irradiagao foi a melhor abordagem para formacéo de nédulos 6sseos nessas
condicdes experimentais. Visto que baixa frequéncia da irradiacdo de laser pulsado
significativamente estimula a formagéo de osso in vitro, isso sugere que a frequéncia
do pulso da laserterapia € um importante fator que afeta a resposta biolégica na

formacéao Ossea.

Khadra et al. (2004) avaliaram os efeitos da laserterapia de baixa intensidade,
usando laser diodo GaAlAs, no reparo e crescimento 6sseo e em defeitos 6sseos na
calvaria de ratos. Uma amostra de animais com duragcdo de 04 semanas foi
conduzida usando um estudo randomizado, cego, placebo controlado. Apds a
padronizacao de um defeito dsseo circular de 2,7 mm de didmetro foram feitos em

cada osso parietal de 20 ratos (n = 40 defeitos). Os animais foram aleatoriamente
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divididos dentro de um grupo experimental e controle de 10 animais cada. No grupo
experimental, um laser diodo GaAlAs foi aplicado imediatamente apds a cirurgia e
entdo diariamente por 6 dias consecutivos. O grupo controle recebeu o mesmo
manejo e tratamento, mas com o laser desligado. Cinco ratos de cada grupo foram
sacrificados no 14° dia e os restantes, no 28° dia apds a cirurgia. Para cada animal,
amostras de tecido do defeito foram preparadas histoquimicamente, e 0 mesmo para
os defeitos contralaterais para histologia. Os niveis de calcio, fésforo e proteinas
foram determinados por um espectrdbmetro de absor¢cdo atdmica, colorimetria e
fotometria. A analise estatistica utilizou o teste t de Student e Mann-Whitney. Em
ambos os tempos, as amostras de tecido dos animais experimentais continham
significativamente mais calcio, fosforo e proteinas que o controle. Similarmente, a
analise histoldgica evidenciou angiogénese mais pronunciada e formagao de tecido
conjuntivo e formagao éssea mais avangada no grupo experimental do que no grupo
controle. A laserterapia pode aumentar a formagao de osso nos defeitos de calvaria

de ratos.

Silva e Camilli (2006) avaliaram os efeitos da irradiagdo laser de baixa
poténcia no reparo 6sseo de cranios de ratos tratados com enxerto autégeno. Um
defeito medindo 3 mm de didmetro foi produzido no osso parietal esquerdo e
preenchido com osso parietal do lado direito. Os animais foram divididos em 03
grupos de 20 ratos cada: controle nao-irradiado, irradiado com 5,1 J/cm? e irradiado
com 10,2 J/cm2. O laser (2,4 mW, 735 nm, 3,4 x 10-2 W/cm?, 3mm area) foi aplicado
3 vezes por semana por 4 semanas. Um maior volume de osso neoformado foi
observado no grupo irradiado com 10,2 J/cm?. Em ambos os grupos irradiados, o
maior volume de osso neoformado ocorreu somente nas primeira 2 semanas. Os
resultados demonstram que a irradiacdo laser no local enxertado estimula a
osteogénese durante os estagios iniciais do processo de cura nos defeitos do cranio

de ratos e que esse efeito € dose-dependente.

Weber et al. (2006) avaliaram histologicamente a influéncia do laser diodo
infravermelho (GaAlAs, _=830_m, 50mW) no processo de cicatrizacdo Ossea de
feridas cirurgicas em fémur de ratos Wistar, submetidas a enxerto 6sseo autdgeno.
Os grupos experimentais tratados com laser receberam radiagdo a cada 48 horas,

sendo a primeira realizada durante o procedimento cirurgico. A dosimetria utilizada
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foi de 10J/cm? por sessdo, divididas em quatro pontos de 2,5J/cm?. Os autores
concluiram que a terapia a laser resultou num efeito biomodulador positivo sobre o
processo de cicatrizagcdo éssea em cavidades de fémur de ratos Wistar submetidas
a enxertos 0sseos autdgenos, sendo o efeito maior quando o laser é aplicado
diretamente na loja cirurgica, durante o trans-operatério, antes da adaptagdo do

enxerto 6sseo.

O mecanismo pelo qual a radiagao laser interfere na formagao éssea nao é
completamente entendido. E provavel que a regeneracdo 6ssea seja dependente
nao apenas da dose de energia total da radiagao laser, mas também do tempo e da
forma de radiagdo (SAITO; SHIMIZU, 1997; PINHEIRO; GERBI, 2006). Recentes
estudos tém sugerido que parametros de densidade de energia e intensidade da
radiacdo laser sao fatores biolégicos independentes entre si e contribuem
diretamente para o sucesso ou fracasso da laserterapia de baixa poténcia
(PINHEIRO; GERBI, 2006).

Freitas, Baranauskas e Cruz-Hofling (2000) observaram que a aplicagao
diaria do laser terapéutico por mais de sete dias produziu melhora na neoformacéao
trabecular em um estudo feito com fratura de tibia de ratos. Pela analise histolégica,
observou-se que os osteoblastos apresentavam uma disposi¢ao linear, de maneira
que aparentavam um epitélio simples na periferia da trabécula oOssea. Esta
disposicdo é caracteristica de osteoblastos ativamente engajados na sintese de
matriz 6ssea. A terapia laser ndo s6 diminuiu o tempo de reparo como também
produziu uma maior area de reparo 6sseo. Como foi utilizado o laser de baixa
poténcia (1 mw), os resultados deste estudo demonstraram que processos
fotobiolégicos nao relacionados a efeitos térmicos provavelmente constituem os

mecanismos basicos envolvidos na recuperacgao do tecido lesado.

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

(4,8 J/cm2), com periodo de observacao de 7 dias. Os grupos B e D (ndo radiados)
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foram utilizados com os respectivos controles. As laminas histologicas foram
avaliadas através de um software para analise de imagens teciduais e da descrigao
dos achados histopatolégicos. Os resultados indicaram a existéncia de diferengas
estatisticamente significativas em relagdo as médias de areas de trabéculas 6sseas
neoformadas entre os resultados do grupo C e D. Nao foram observadas diferengas
significativas entre os resultados do grupo A e B. Os resultados desse estudo
denotaram que a LLLT favorece o processo de reparo 6sseo nos periodos iniciais da

cicatrizagao.

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

membrana biolégica, mais evidente aos 30 dias.

Pinheiro et al. (2001) avaliaram morfologicamente a neoformagéao 6ssea apds

a radiacdo com laser de 830 nm em feridas cirurgicas criadas em fémures de ratos.
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Quarenta ratos Wistar foram divididos em quatro grupos: grupo A (12 sessbes, 4,8
Jicm? por sessdo, 28 dias); grupo C (3 sessdes, 4,8 Jicm? por sessdo, 7 dias). Os
grupos B e D serviram como grupos controle ndo radiados. Quarenta e oito horas
ap6s a cirurgia, os defeitos dos grupos experimentais foram radiados
transcutaneamente com um laser diodo de .=830 nm e P=40 mW, com uma dose
total de 4,8 J/lcm?. As irradiacdes foram realizadas trés vezes por semana. A
morfometria computadorizada mostrou diferenga estatisticamente significativa entre
as areas de mineralizagdo Ossea nos grupos C e D. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos A e B (28 dias). Em uma segunda
investigacao, foi determinado o efeito da laserterapia na cicatrizagdo 6ssea apos a
inser¢cao de implantes. Dez caes foram divididos em dois grupos de cinco animais,
0s quais receberam os implantes. Dois animais de cada grupo serviram de controle.
Os animais foram radiados trés vezes por semana, por duas semanas, com um laser
diodo (.=830 nm; 40 mW), com uma dose total de 4,8 Jlem? por sessdo e uma dose
de 1,2 Jicm? por ponto. Os animais foram sacrificados aos 45 e aos 60 dias apds a
cirurgia. Os resultados da microscopia eletrdbnica de varredura mostraram uma
melhor cicatrizacdo 6ssea apos a radiagao com o laser diodo de 830nm. Os autores
ressaltam que estes achados sugerem que a utilizagao da LLLT melhora
significativamente a cicatrizagdo 6ssea nos estagios iniciais. Os autores concluiram
que a laserterapia pode aumentar o reparo 0sseo0 nos estagios iniciais da

cicatrizacao.

Silva Junior et al. (2002) avaliaram, através de analise morfométrica, a
quantidade de osso neoformada apds a radiacdo com laser GaAlAs em feridas
cirurgicas em fémures de ratos. Neste estudo, 40 ratos foram divididos em quatro
grupos, com 10 animais cada, da seguinte maneira: Grupo A (12 sessdes, 4,8 J/cm?
por sessao, periodo de observagao de 28 dias); Grupo C (3 sessdes, 4,8 Jicm? por
sessdo, periodo de observagao de 7 dias). Os grupos B e D serviram como controle,
nao recebendo radiagdo. A morfometria computadorizada mostrou uma diferenca
significativa entre as areas de osso mineralizado nos grupos C e D. Nao houve
diferengca entre o grupo A e B. Os autores concluiram que, nestas condi¢des
experimentais, a terapia com laser ndo-ablativo com 830nm melhora a cicatrizagéo
O0ssea nos estagios iniciais. Objetivando analisar histologicamente o efeito da

laserterapia com comprimento de onda de 830nm no reparo de defeitos ésseos
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padronizados em fémures de ratos albinos Wistar e enxertados com osso bovino
inorganico (Gen-Ox) e associados ou ndo a membrana cortical 6ssea descalcificada
(Gen-derm), Pinheiro et al. (2003) utilizaram cinco grupos randomizados para o
estudo: Grupo | (controle); Grupo IIA (Gen-Ox); Grupo IIB (Gen-Ox associado ao
laser); Grupo IllIA (Gen-Oxassociado a Gen-derm) e Grupo IlIB (Gen-Ox associado a
Gen-derm e laser). Os animais dos grupos submetidos a radiagao foram radiados a
cada 48 horas, num periodo total de 15 dias. A primeira radiacdo foi instituida
imediatamente ao transoperatério, sendo aplicada transcutaneamente em quatro
pontos ao redor do defeito 6ésseo criado, tendo cada ponto recebido uma dose total
de 4 J/cm?, @ 0.6mm, 40 mW. Os animais foram sacrificados em 15, 21 e 30 dias de
poOs-operatorio e submetidos a analise histologica, a qual demonstrou um reparo
0sseo mais avangado nos grupos radiados quando comparados ao controle, com
uma maior formacado 6ssea e uma quantidade de fibras colagenas ao redor do
enxerto 6sseo bovino inorganico dentro do defeito criado, a partir dos 15 dias de
pos-operatorio, considerando a capacidade osteocontutora do enxerto e o
incremento na cortical 6ssea quando associada a membrana Gen-derm. Assim, os
autores concluiram que a laserterapia, no protocolo instituido, modulou um efeito
positivo no reparo de defeitos dsseos enxertados associados ou ndo ao uso de

membranas biologicas.

Blaya (2005) avaliou, por meio de anadlise histolégica e molecular com a
técnica de PCR em tempo real, a biomodulagdo do processo de reparo dsseo em
cavidades confeccionadas em fémures de ratos, submetidos a radiagdo com laser
nao-ablativo. Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso entre 300 a 400
gramas, distribuidos aleatoriamente em seis grupos de seis animais. Destes grupos,
trés destinaram-se a analise histolégica e os demais, a molecular. Os grupos
experimentais receberam a terapia com laser n&o-ablativo, na cavidade Ossea, a
qual foi identificada por um parafuso de titanio, fixado, previamente, a 5 mm da
mesma. Nos grupos | e IV, realizou-se todo o protocolo cirurgico, sem a aplicagdo do
laser. Nos grupos Il e V, foi utilizado laser infravermelho, com comprimento de onda
de 830nm, onde a dose empregada foi de 10 Jicm?, 50 mW, CW e forma pontual. Ja
nos grupos lll e VI, utilizou-se o laser vermelho de 685nm, 10 J/cm?, 35 mW e CW. A
periodicidade da radiagcao foi a cada 48h, iniciando-se imediatamente apds a

confecgao da lesao, com o sacrificio dos animais sendo realizada no periodo de 15,
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21 e 30 dias de poés-operatério. Nos grupos indicados para analise molecular,
empregaram-se 0s mesmos protocolos, e a quantidade da proteina osteopontina foi
avaliada. Os resultados mostraram que nao foram evidenciadas diferencas
significativas na expressao da proteina osteopontina entre os grupos, através da
analise molecular, enquanto que a analise histolégica descritiva revelou um maior
grau de fechamento cortical e de neoformagao 6ssea nos grupos radiados quando
comparados com o controle, demonstrando que a laserterapia nos protocolos

utilizados exerceu efeito positivo no processo de reparo dsseo.

Pinheiro e Gerbi (2006), descrevendo acerca da fotoengenharia do processo
de reparo 6sseo, confirmaram que a laserterapia com comprimento de onda no
espectro infravermelho mostrou-se como um estimulante na proliferagao
osteoblastica, na deposi¢cdo de colageno e na neoformagao éssea, desde que
aplicados nos momentos iniciais da reparagcado 6ssea, com predominancia da fase
proliferativa celular. As respostas vasculares a laserterapia tém sido sugeridas como
possiveis mecanismos responsaveis pelos resultados clinicos positivos observados.
Afirmaram, também, permanecer incerto o mecanismo pelo qual se desenvolve a
estimulacédo 6ssea, sugerindo ser um efeito sistémico ou uma estimulacao isolada
dos osteoblastos. Os autores concluiram que o efeito da laserterapia na
regeneragao 0ssea depende ndo apenas da dose total de radiagdo, mas também do
tempo e do modo da radiagdo. Afirmaram ser a densidade de energia e a dose
fatores bioldgicos independentes. Essa independéncia contribui para o sucesso ou

fracasso da laserterapia de baixa intensidade.

Weber et al. (2006) avaliaram histologicamente a influéncia da radiagéo laser
GaAlAs (.= 830 nm, 50 mW, CW) no processo de cicatrizagdo de enxertos 6sseos
autogenos. Para tanto, criaram-se defeitos 6sseos em fémures de 60 ratos Wistar,
sendo que o fragmento ésseo removido foi utilizado como enxerto autéogeno. Os
animais foram divididos em quatro grupos, com 15 exemplares cada, de acordo com
o protocolo de radiacédo no transoperatério: G1 (grupo controle); G2 (radiagao na loja
cirurgica); G3 (radiagdo no enxerto 6sseo) e G4 (radiagdo na loja cirurgica e no
enxerto 0sseo). A dose de radiagdo, durante o ato operatério, foi de 10J/cm?,
aplicada sobre a loja cirurgica (G2 e G4) e sobre o enxerto 6sseo (G3 e G4). Todos

0s animais, com exceg¢ao do grupo controle, foram radiados por 15 dias, a cada 48h,
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com uma dose de 10 J/icm? (4 x 2,5 Jlcm?), em quatro pontos diferentes, com
periodos de observacao de 15, 21 e 30 dias. Os resultados obtidos demonstraram
que nos grupos em que o laser foi aplicado na loja cirurgica, no transoperatoério (G2
e G4), a atividade de remodelagcdo éssea foi qualitativa e quantitativamente mais
exuberante quando comparada a dos grupos G1 e G3, resultando, assim, em um
efeito de biomodulagao positiva sobre o processo de cicatrizagdo 6ssea em enxertos

0sseos.

O que se pode afirmar € que a maioria dos trabalhos publicados relata
evidéncias claras de que a radiagao laser altera processos celulares em animais e
em bactérias de uma maneira ndo-térmica e dependente do comprimento de onda.
O mecanismo desta interacdo nao esta estabelecido. Entretanto, os componentes da
corrente respiratéria mitocondrial exibem um espectro de acido frequéncia-
dependente, e varios pesquisadores acreditam que a corrente respiratéria possa ser

a base de qualquer efeito que a terapia a laser possa ter (BASFORD, 1995).
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3 PROPOSIGAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, através de analise histomorfométrica, o processo de osteogénese,
nas fases iniciais no processo de reparo 6sseo de defeitos criticos confeccionados
em calotas cranianas de ratos (07 e 21 dias de observacédo), submetidos a

laserterapia de baixa poténcia (Arseneto de Galio e Aluminio - GaAlAs, A= 830nm).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) realizar analise histologica descritiva do processo de reparo dsseo, por
meio de microscopia optica;
b) quantificar a area de neoformacao o6ssea, por meio da analise

histomorfométrica.
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4 METODOLOGIA

4.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi submetida a avaliagdo e aprovagao pela Comissao
Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) e protocolado sob o numero 0048/07.Nesta
pesquisa, foram respeitados os principios éticos na experimentagao animal, bem
como as normas para a pratica didatico-cientifica da vivisseccdo dos mesmos, de
acordo com a Lei n.° 6.638, de 08 de Maio de 1979 (Anexo 1) e os Principios éticos
na Experimentacao Animal, segundo o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA; Anexo B).

4.2 CARACTERIZACAO

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

4.3 PARADIGMA

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

4.4.1 Variavel independente

Laser n&o cirurgico Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs), A = 830 nm.

4.4.2 Variaveis dependentes

Efeito biomodulador do LLLT na osteogénese promovido pela terapia laser de
baixa poténcia na localizagao anatdbmica do defeito dsseo e nos distintos periodos

de observacao: 07 e 21 dias.

4.5 PROBLEMA

Existe biomodulagdo da osteogénese nas fases inicias do reparo ésseo em
calota craniana de ratos, utilizando a laserterapia de baixa poténcia (GaAlAs, A=830
nm, 2 J/cm2, 90 mW,CW).

4.6 HIPOTESE

A laserterapia atua de forma positiva, estimulando o processo de

osteogénese, quando utilizado o laser GaAlAs A=830 nm.
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4.7 CONFIGURAGCAO DA AMOSTRA

Para composicado da amostra foram utilizados 40 ratos albinos, da espécie
Ratthus norvegicus, classe Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar,
machos, com peso variando de 300 a 550 gramas (g) e clinicamente sadios. Os
animais foram obtidos junto ao Laboratério de Farmacologia Aplicada e do Biotério
da Faculdade de Farmacia da PUCRS. Durante todo o periodo experimental, os

animais foram alimentados com dieta sélida e agua adlibitum.

4.8 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Os animais selecionados foram divididos aleatoriamente em dois grupos
distintos: Grupo Teste (GT-l e Il) e Grupo Controle (GC-I e Il), ambos com 20
animais. No decorrer do experimento, nenhum animal precisou ser excluido da
amostra. No entanto, na etapa laboratorial de confec¢ao das Iaminas, houve falha no
processamento, resultando em perda do material correspondente a quatro animais

do grupo experimental, sendo dois do GT-I e dois do GT-II.

Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com cobertura metalica e
com assoalho forrado por serragem de pinho. As gaiolas foram etiquetadas, durante
toda a pesquisa, conforme o grupo a que pertenciam os animais. Para a
identificacdo dos animais, procedeu-se a marcagao na cauda dos mesmos, com
caneta de tinta permanente, onde o numero de marcas indicava o numero do
respectivo animal. Em todos os grupos, experimental e controle, o periodo de
observacéo foi de 07 e 21 dias apds o procedimento cirurgico. Desta forma, cada
grupo foi subdividido em dois subgrupos (A e B), de acordo com o periodo de

observagao (Quadro 1).
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GRUPO PRECEDIMENTO AMOSTRA PERIODO DE
OBSERVAGAO
GC-l SEM LASER 10 07
GC-lI SEM LASER 10 21
GT-I LASER 08 07
GT-ll LASER 08 21

Quadro 1 - Organizagéo dos grupos e subgrupos por periodos de observagéo
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Os procedimentos de manipulagcdo e alimentagcdo foram realizados
diariamente, durante todo o periodo do experimento, seguindo a dieta padrdo do

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

sab3do, a cada 48 horas.

4.9 CRITERIOS DE INCLUSAO / EXCLUSAO

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

a) ser da raga proposta;
b) estar em bom estado nutricional;
c) chegar ao final do periodo de observagao com bom estado de saude;

Os critérios avaliados para exclusao dos animais abrangeram:
- presenca de complicagbes (infec¢des, necroses, debilitagdo do estado geral)
trazendo problemas e desconforto ao animal durante o periodo do experimento e no

momento da morte dos mesmos;
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4.10 TECNICA CIRURGICA

Previamente ao ato cirurgico, os animais foram submetidos a anestesia geral
através da injecao intraperitonial, contendo 0,025 ml/100g de peso corpéreo do
animal, do sedativo, analgésico e relaxante muscular Cloridrato de Xilazina 2% e
0,05 ml/100g de peso corpéreo do animal do anestésico geral Cloridrato de
Ketamina 10%*. Apds a anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia em
regido da calota craniana, com auxilio de aparador elétrico de pelos4, na regiao
compreendida entre os pavilhdes auriculares externos. Com a pele exposta e livre de
pélos, procedeu-se a antissepsia da regido com alcool iodado 0,5%°. A area
operatoria foi isolada com campo cirurgico fenestrado de TNT (tecido ndo tecido)
esterilizado, adaptado para o procedimento. Com o animal posicionado em decubito
ventral, 0 acesso cirurgico a regidao da calota craniana foi obtido por meio de uma
incisao continua transversal, na pele e tecido subcutaneo de aproximadamente 1,5
cm de extensdo, utilizando-se lamina de aco inox® n° 15 montada em cabo de bisturi
Bard Parker n°3.

Apoés a incisdo da fascia muscular, o peridsteo foi incisado e descolado ao
longo da éarea Ossea a ser exposta, permitindo, assim, acesso direto a calota

craniana do animal.

Apds a exposicdo da calota, com o objetivo de padronizar a area a ser
manipulada, o osso parietal direito, foi o local de eleicdo para a realizagcdo do
experimento. Para tal, estabeleceu-se uma medida linear de 2 mm a partir da sutura
sagital mediana com auxilio de régua metalica milimetrada, delimitando-se assim, o
ponto inicial de confec¢do do defeito. O defeito 6ésseo foi realizado com uma broca
cilindrica, medindo 4 mm de diametro, acoplada em um motor elétrico’ com 1000
rom, associado a irrigagdo continua com solugao fisiolégica estéril de cloreto de

sodio a 0,9%. O defeito 6sseo criado teve o didmetro da broca, e como profundidade

® Anasedan® Divisdo Vertbrands Satde Animal — Jacarei — SP/Brasil.

4 Dopalen® Divisao Vertbrands Saude Animal — Jacarei — SP/Brasil.

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

® BD Lamina — Curitiba — PR/Brasil.

’ Beltec Industria e Comércio de Equipamentos Odontolégicos LTDA, Araraquara — SP/Brasil.
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a espessura da calota. A broca promoveu o rompimento da diploe (corticais 6sseas

externa e interna), até exposi¢cao da dura-mater.

Em seguida, o tecido muscular e a pele foram reposicionados e suturados,
por meio de pontos isolados, com fio monofilamentar de nylon (4-0)%, , montado em
agulha atraumatica semicircular de 1,5 cm de comprimento e sec¢éo triangular. O
procedimento cirdrgico foi realizado por apenas 01 operador. Apos estes
procedimentos, 0os animais permaneceram no Laboratério de Farmacologia Aplicada
e do Biotério da Faculdade de Farmacia da PUCRS, acomodados em gaiolas
plasticas, mantidos em condicbes adequadas de temperatura (250C), umidade e
ventilagao, identificados e numerados de acordo com o grupo correspondente, data

da cirurgia e data das irradiag¢des (Figuras 1, 2 e 3).

Figura 1 - (A) tricotomia, (B) infiltracdo de lidocaina 2% com norepinefrina 1:50 000
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

8 Ethicon Co — S&o Paulo — SP/Brasil.
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Figura 2 - (A) incisdo cutanea, (B) incisédo periostal
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Figura 3 - (A) descolamento dermo-periostal, (B) confecgdo da cavidade cirurgica
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

4.11 RADIACAO COM O LLLT

O laser utilizado nos GT-I e Il foi o laser de diodo infravermelho (GaAlAs)®,
com comprimento de onda de 830nm. A poténcia estabelecida foi de 90 mw e a
dose de 2 J/cm2 por sessao, conforme protocolo da linha de pesquisa laser em
odontologia da PUCRS.

O sistema de entrega foi constituido por fibra 6ptica com @ = 0,06cm. O
procedimento foi realizado por contato direto, com a fibra optica posicionada
perpendicularmente, em um ponto cutaneo aproximadamente a 4mm da linha média,

na condigdo emissao continua, com uma dose de 2 J/cm2, na regido da loja cirurgica

® Thera Lase® DMC Equipamentos, Sdo Paulo, SP/Brasil.
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com tempo total de 27s, utilizado no pos-operatorio imediato e em 02, 04 e 06 dias
apos a cirurgia. A primeira dose de radiacao foi realizada logo apés o término da
sutura. As radiagdes, a cada 48hs, no periodo pds-operatério, perfizeram um total de

quatro aplicagdes, independente do subgrupo, conforme data de sacrificio.

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

tratamento com luz laser.

4.12 PREPARO DAS AMOSTRAS

Os animais foram mortos aos 07 e 21 dias apds a cirurgia, através de
inalagdo continua de isoflurano, até que a morte dos animais pudesse ser
constatada pela auséncia dos sinais vitais, seguindo os principios da Lei n.° 6.638,
de 08 de Maio de 1979 que estabelece normas para a pratica Didatico-Cientifico da
vivissecg¢ao de animais (Anexo A) e os Principios éticos na Experimentagdo Animal,

segundo o Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA; Anexo B).

Para obtencdo das amostras (pecas cirurgicas) foi realizada uma incisdo
transversal acompanhando a cicatriz cutanea existente. Apdés minuciosa e completa
exposicao Ossea procedeu-se a remocao completa da area operada e assim foram
constituidas as pegas cirurgicas do grupo controle (GC-I e IlI), que nédo sofreram

radiacdo e os segmentos do grupo teste, submetidos a radiagdao com laser (GT-I e Il).

Os espécimes obtidos foram colocados em vidros previamente etiquetados,
contendo solugao de formalina tamponada a 10%, e mantidos por um periodo de 48
horas, tempo necessario para a fixagdo, até o momento de sua preparagédo. O
processamento histologico foi desenvolvido no Laboratério de Anatomia Patoldgica
do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da PUCRS, seguindo a
rotina laboratorial padronizada. Apds o periodo de fixagcdo, os espécimes foram

descalcificados com uma solugdo de acido nitrico (HNO3) a 5%, trocado
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diariamente, por 2 a 4 dias, de acordo com a espessura Ossea. ApOs a
descalcificagao, procedeu-se o corte na regiao central do defeito. O material obtido
foi mergulhado em parafina e os blocos submetidos a inclusdo foram identificados e

submetidos a microtomia (Figura 4 e 5).

Lado direita

* s
S, SP

Figura 4 - Modelo esquematico para confecgdo dos cortes histologicos.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).



75

Figura 5 - Peca operatdria obtida do osso parietal direito, cortada no centro
da ferida cirargica, no sentido longitudinal.
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

4.13 ANALISE HISTOLOGICA

O estudo das laminas foi realizado com o emprego da microscopia 6ptica,
visando o estudo do processo de reparo ésseo. Para tal, foi utilizado o aumento
microscopico de 40X'°. Os aspectos histologicos das pegas Osseas submetidas a
radiagcdo com laser diodo, bem como das pegas ésseas do grupo controle foram

descritas levando-se em consideracdo a neoformacao de tecido 6sseo. Todas as

19 Microscopio Optico, marca Olympus, modelo BX50.
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laminas foram codificadas, impossibilitando desta forma, a identificagdo a qual grupo

de estudo pertenceria cada lamina analisada.

4.14 PROCEDIMENTO DE CAPTURA DE IMAGENS E ANALISE HISTOMORFOMETRICA

O estudo microscépico revelou ser um importante instrumento na mensuracao
quantitativa do trabeculado 6sseo neoformado. Para isto, as laminas obtidas de cada
animal foram submetidas ao exame microscopico através do sistema computacional
de captura e analise de imagem - Image-Pro Plus'". Sob um foco fixo e com clareza
de campo, a imagem do microscépio foi capturada pela camera de video' acoplada
ao microcomputador'®, em um aumento de 40X, transformada em sinal elétrico na
forma analdgica, e transmitida para a tela do computador, onde a imagem foi

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

Apés a captura das imagens em formato JPEG, em um total de 36 cortes
histolégicos correspondentes a todos os grupos do estudo (controle e experimental),
as mesmas foram direcionadas ao programa de histomorfometria Image Tool
Scripting Language'®. Através deste programa, pdde-se realizar a mensuragao,
através da delimitagdo do contorno das regides desejadas, com o auxilio do cursor
mouse, avaliando, desta forma, o processo de evolugao do reparo Osseo, pela
mensuragao das areas de neoformagédo O0ssea nas regides de endosteo e medula
(Figura 6).

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

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

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

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

'® Programa Image Tool Scripting Language®, vers3o 2.0 (alpha 2).
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Os valores obtidos de cada trabécula 6ssea neoformada foram transferidos

para uma tabela, na qual se registraram e calcularam a formagao 6ssea total em

cada lamina analisada. Todos esses valores foram transportados para o programa

Microsoft Excel for Windows16, inseridos nas tabelas definitivas e submetidos a

analise estatistica por meio do programa SPSS para o Windows'’.

Toda a analise histomorfométrica foi realizada sem o conhecimento prévio da

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

codificadas todas as laminas do estudo e, conseqlientemente, todas as

imagens capturadas.

'® Programa EXCEL desenvolvido pela Microsoft®.

' Statistical Pcckage for Social Science. Versao 11.5. Produzido por rograma SPSS® Inc. 233 South

Wacker Drive, 11th floor Chicago, IL 6060.
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A qualidade do reparo 6sseo foi avaliada comparativamente entre os
grupos estudados, determinando-se, de forma descritiva, as alteragdes teciduais

ocorridas. Foram observados:

a) neoformacgao 6ssea nas margens do defeito (aumento de 40x);

b) neoformagao 6ssea no centro do defeito (aumento de 40x).

Apds a aquisicdo da imagem, realizou-se, com o auxilio do mouse, a
delimitagdo do contorno das regides desejadas (osso neoformado), e o valor dessas
areas, em um? foi quantificado através do sistema computacional de captura e
analise de imagem - Image-Pro Plus 4.5.1. Foi quantificada também a area inicial de

cada defeito para que pudéssemos obter a propor¢céo de osso neoformado:

Proporcdo de Osso Neoformado = Area de Osso Neoformado

Area Total do Defeito

4.15 ANALISE ESTATISTICA

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

destacados a seguir.

Para a verificacdo da normalidade dos dados foi utilizado o teste nao-

paramétrico Kolmogorov-Smirnov. Este teste é considerado uma prova de

aderéncia, diz respeito ao grau de concordancia entre a distribuicdo de um conjunto
de valores amostrais e determinada distribuicdo tedrica especifica, neste caso, a

distribuicdo normal (SIEGEL, 1975). Para os dados deste estudo todas as medidas
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tiveram esta condicao foi garantida, por este motivo, o teste aplicado neste estudo foi

um teste paramétrico.

Para a comparacao entre os grupos (Controle e Teste) e entre os tempos (7 e
21 dias) foi utilizado o teste de comparagdes de médias t-student. Este teste é o
método mais utilizado para se avaliarem as diferengas entre as médias de dois
grupos (ARANGO, 2001).

Para o processamento e analise destes dados foi utilizado o software
estatistico SPSS versao 10.0
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5 RESULTADOS

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

sutura.

5.1 RESULTADOS DESCRITIVOS DO EXAME MICROSCOPICO

Os resultados obtidos através da microscopia Optica para os grupos
experimentais e controle estdo de acordo com a estrutura avaliada (trabeculado

0sseo neoformado), em todas as laminas 36 laminas. Foram os seguintes:

5.2 GRUPO TESTE-I (GT-I — 07 DIAS)

O defeito 6sseo apresenta-se nitido, com rompimento completo da diploe.
Observa-se em oito laminas a existéncia de neoformacédo éssea nas margens do
defeito, do contrario, essa neoformacao € inexistente nas regides centrais do defeito.
Nas duas laminas restantes, ndo ha neoformagédo 6ssea em nenhuma regido do
defeito. Observa-se formagdo de um tecido conjuntivo desorganizado e infiltrado
inflamatdrio cronico, preenchendo a quase totalidade do defeito 6sseo. Nos campos
estudados, ndao foram observados episédios de necrose, reabsorcdo Oéssea
inflamato6ria e nem de invaginagédo de tecido conjuntivo para o interior do defeito

osseo (Figura 7).
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Figura 7 - Defeito experimental com 07 dias de observagdo. BD — borda do defeito; ON — osso
neoformado; L — lacuna. Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007)

5.3 GRUPO CONTROLE-I (GC-I — 07 DIAS)

O defeito 6sseo apresenta-se nitido, com rompimento completo da diploe.
N&o observa-se em oito laminas a existéncia de neoformagdo éssea em nenhuma
area do defeito. Nas duas laminas restantes, existe discreta neoformacgao 6ssea nas
margens do defeito. Observa-se formacgao de um tecido conjuntivo desorganizado e
infiltrado inflamatério crénico, preenchendo a quase totalidade do defeito 6sseo. Nos
campos estudados, ndo foram observados episddios de necrose, reabsorcéo 6ssea
inflamatdéria € nem de invaginagdo de tecido conjuntivo para o interior do defeito

0sseo (Figura 8).
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Figura 8 - Defeito controle com 07 dias de observag¢ao. BD — borda do defeito; TC — tecido conjuntivo
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

5.4 GRUPO TESTE-Il (GT-Il — 21 DIAS)

5.4.1 Laser

O defeito 6sseo apresenta-se nitido, com rompimento completo da diploe.
Observa-se em todas as laminas a existéncia de neoformacé&o 6ssea nas margens
do defeito, do contrario, essa neoformacgado € inexistente nas regides centrais do
defeito. Observa-se um tecido conjuntivo mais organizado e infiltrado inflamatério
cronico, preenchendo a quase totalidade do defeito ésseo. Nos campos estudados,
nao foram observados episédios de necrose, reabsorcéo dssea inflamatdria e nem

de invaginacao de tecido conjuntivo para o interior do defeito 6sseo (Figura 9).
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Figura 9 - Defeito experimental com 21 dias de observacdo. BD — borda do defeito; ON — osso
neoformado; L — lacuna. Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

5.5 GRUPO CONTROLE-II (GC-Il — 21 DIAS)

O defeito 6sseo apresenta-se nitido, com rompimento completo da diploe.
Observa-se em todas as laminas a existéncia de neoformagédo 6ssea nas margens
do defeito, do contrario, essa neoformacgado € inexistente nas regides centrais do
defeito. Observa-se um tecido conjuntivo mais organizado e infiltrado inflamatério
cronico, preenchendo a quase totalidade do defeito ésseo. Nos campos estudados,
nao foram observados episédios de necrose, reabsorcéo dssea inflamatdria e nem

de invaginacgao de tecido conjuntivo para o interior do defeito ésseo (Figura 10).
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Figura 10 - Defeito controle com 21 dias de observacdo. BD — borda do defeito; ON — osso
neoformado; L — lacuna. Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

5.6 RESULTADOS DESCRITIVOS PARA OS VALORES DO RESULTADO EM
PORCENTAGEM DE TODOS OS GRUPOS

Os resultados percentuais foram calculados em relacdo a area de
neoformacdo em relagdo a area total do defeito, considerando um total de 10

cavidades para cada tempo pesquisado.

A Tabela 1 mostra o percentual de formagédo 6ssea em cada grupo estudado,
com seus respectivos tempos de observagao. Os melhores resultados na formagéao
0ssea foram encontrados nas cavidades do grupo teste 21 dias (6,33%), seguidos
pelo grupo controle de 21 dias (4,52%) e grupo teste de 7 dias (0,52%). O grupo
controle de 7 dias obteve a menor média (0,16%), obtendo mediana igual a zero,

sendo praticamente desprezivel a porcentagem de neoformagao éssea.
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Tabela 1 — Resultados descritivos (média, desvio-padrao, mediana) para os
valores do resultado em porcentagem de todos os grupos, de acordo dom com

os periodos de observagao, considerando um intervalo de confianga (IC) de 95%.

Grupo Tempo N°casos Média Desvio-padrdo Mediana* IC 9504**
Grupo Controle 7 dias 10 0,16 0,33 0,00 [-0,08 a 0,39]
21 dias 10 4,52 2,21 5,02 [2,94 a 6,09]
Grupo Teste 7 dias 8 0,52 0,53 0,39 [0,08 a 0,96]
21 dias 8 6,33 3,00 7,07 [3,82 a 8,84]

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

* Valor que divide a distribuicdo de dados ao meio ou ainda valor central da distribuicao
** Intervalo de confianga com 95% de probabilidade de conter o pardmetro média

5.7 COMPARACAO ENTRE OS GRUPOS COM SEUS RESPECTIVOS TEMPOS
DISTINTOS

Na Tabela 2, observou-se a comparagdo entre os grupos com os tempos
distintos (7 e 21 dias). No tempo de 7 dias, a média numérica foi superior no grupo
teste (0,52) em relagao ao grupo controle (0,16), o mesmo acontecendo para o
tempo de 21 dias, onde o grupo teste atingiu média de neoformacao éssea de (6,33)
e o grupo controle de (4,52). Através do teste t-student, observa-se que nao houve
diferenga significativa entre os grupos em ambos os tempos (7 e 21 dias), sendo
p=0,093 e p=0,158 respectivamente. O grafico 1, nos tras as médias comparativas

em relagao aos tempos estudados (7 e 21 dias).
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Tabela 2 - Resultados da Comparacao entre os grupos Controle e Teste para

cada tempo

Grupo N° casos

Média

Desvio-padréo t

P

Tempo 7 dias
Grupo Controle 10
Grupo Teste 8

0,16
0,52

0,33
0,53

-1,787 0,093

Tempo 21 dias
Grupo Controle 10
Grupo Teste 8

4,52
6,33

2,21
3,00

-1,480 0,158

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Média (%)
(&)}

0,16

Grupo Controle

Tempo 7 dias

Grafico 1 - Resultados da Comparagéao entre os grupos Controle e Teste para cada tempo

0,52

Grupo Teste

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

Grupo Controle

4,52

Tempo 21 dias

6,33

Grupo Teste
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5.8 COMPARAGAO ENTRE OS TEMPOS DISTINTOS COM SEUS RESPECTIVOS
GRUPOS

Pelo teste t-student, observou-se diferenga estatisticamente significativa na
comparacgao entre os tempos (7 e 21 dias), onde o tempo de 21 dias obteve média
(5,32) e o tempo de 7 dias (0,32), com p=0,000, (tabela 3). Também pelo teste t-
student, observou-se diferenga estatisticamente significativa para a comparagéo
entre os tempos para cada grupo, (controle) e (Laser), mostrando que em ambos os
grupos, o tempo de 21 dias obteve média de neoformagao 6ssea superior ao tempo
de 7 dias, com p=0,000, (Grafico 2)

Tabela 3 - Resultados da Comparagao entre os tempos 07 e 21 dias para cada

grupo

Tempo N° casos Meédia Desvio-padréo t p
Grupo Controle
7 dias 10 0,16 0,33 -6,180 0,000*
21 dias 10 4,52 2,21
Grupo Teste
7 dias 8 0,52 0,53 -5,396 0,000*
21 dias 8 6,33 3,00

Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).

*Apresenta diferenga estatisticamente significativa entre os tempos 07 e 21 dias para p < 0,05...

Através dos resultados do teste de comparacdes t-student verifica-se que,
para ambos grupos, existe diferenga significativa entre os tempos 7 e 21 dias.

Observa-se que o tempo 21 dias apresenta média superior ao tempo 7 dias.



Média (%)

0,16
T

Tempo 7 dias Tempo 21 dias Tempo 7 dias Tempo 21 dias

Grupo Controle Grupo Teste

Grafico 2 - Resultados da Comparagao entre os tempos 7 e 21 dias para cada grupo
Fonte: Dados da pesquisa (PUCRS, 2007).
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6 DISCUSSAO

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

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

Nesta pesquisa, utilizou-se o laser diodo infravermelho de GaAlAs (A=830 nm)
pela propriedade de maior penetracdo tecidual, em especial nos tecidos
subcutaneos. E sabido que, a penetracdo e a dispersdo da luz (vermelha e
infravermelha) na pele estdo diretamente associadas ao comprimento de onda da
fonte emissora e as propriedades Opticas individuais das camadas da pele. Segundo
Basford (1995) o laser de GaAlAs apresenta maior penetragéo tecidual (22mm) que
o laser HeNe (luz vermelha), o qual trabalha com uma comprimento de onda na faixa

de A= 632,8 nm e tem um poder de penetracao superficial de 0,5 a 1Tmm, antes de
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perder 37% de sua intensidade. Quanto as propriedades teciduais, observa-se que o
laser infravermelho demonstra baixa absor¢do pela agua ou cromdforos da pele,
assegurando, desta forma, uma penetragdo mais profunda nos estratos teciduais
(GORDJESTANI; DERMAUT; THIERENS, 1994; KOLAROVA; DITRICHOVA;
WAGNER, 1999).

A importancia de escolher um nivel adequado de energia tem sido enfatizada
por muitos autores, mas a energia recomendada para a obtencdo de uma
biomodulagdo 6tima varia muito na literatura (HALL et al., 1994). Dados
experimentais revelam que baixas doses (10-103 J/cm2) aplicadas em curtos
periodos (10-100s) denotam efeitos biomoduladores positivos, os quais persistem

por um longo intervalo de tempo (KARU, 1989).

Nos procedimentos de radiacdo executados nesta pesquisa, foi utilizada a
dose efetiva de 2 J/cm2 por sessdo, segundo o protocolo clinico estabelecido pela
linha de pesquisa Laser em Odontologia da PUCRS. Pinheiro et al. (1998, 2003) e
Khadra et al. (2005) recomendam, através da observagao de experimentos clinicos,
que a laserterapia de baixa intensidade visando a obtengao de efeitos terapéuticos e
biomoduladores em tecidos moles e Osseos devera ser estabelecida com
densidades de energia variando entre 1,8 e 5,4 J/cm2 e com densidades de poténcia
variando entre 5 e 90 mW, como também, Kreisler et al. (2002) observaram que
doses variando de 2 a 8 J/lcm2 sao capazes de biomodular efeitos positivos nas

células radiadas.

A radiagcdo a cada 48h apds a confecgdo do defeito cirurgico objetivou
aguardar a diminuicdo do processo inflamatorio e o inicio do processo do reparo das
feridas cirurgicas, onde o laser parece ser mais efetivo, incrementando as mitoses
celulares e criando condicbes para acelerar o reparo 0sseo, como anteriormente
descrito por Karu (1989), Silva Junior (2000), Limeira Junior (2001) e Merli et al.
(2005).

O presente estudo apresentou valores numéricos de média de area, através
da analise histomorfométrica, uma maior formacgao de trabeculado 6sseo nos grupos

7 e 21 dias do experimento, submetidos a radiacao laser, porém sem significancia
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estatistica. Este fenbmeno sugere o motivo pelo qual a frequéncia da aplicacao da
laserterapia, a cada 48 horas, pode ser efetiva, quando aplicada durante a fase
celular proliferativa, confirmando os estudos de Karu (1989), Limeira Junior (2001)
Pinheiro e Gerbi (2006) e Weber et al. (2006).

A angiogénese € um dos fatores responsaveis pelo reparo ésseo. A produgao
de fatores de crescimento e outros mediadores angiogénicos influenciam na
diferenciagdo dos osteoblastos. A hipdxia provocada pela injuria tecidual conduz a
regulacdo na produgdo de fatores de angiogénicos e seus receptores procuram
restaurar o suprimento sangliineo na loja cirurgica. Os vasos sanguineos sao
importantes para a formagdo e a manutencdo do tecido dsseo. E observado que os
lasers sdo mediadores responsaveis pelo estimulo e aumento dos niveis dos fatores
de crescimento fibroblasticos e osteoblasticos, encontrados na cicatrizacdo do tecido
0sseo. Estes fatores de crescimento agem diretamente na proliferagao, agrupamento
e diferenciagdo das células, localizadas em todas as superficies Osseas,
aumentando os niveis de proliferacdo e estimulando a maturacdo e a secrecao da
matriz 6ssea (KATCHBURIAN; ARANA, 1999; PINHEIRO; GERBI, 2006). O
presente estudo sugere que a aceleragcao do reparo 6sseo pode ser resultado da
LLLT na sintese da matriz 6ssea através de um incremento na vascularizagao e

modulagao do processo de sintese celular.

Os resultados obtidos pela analise descritiva quantitativa demonstraram que a
neoformacédo Ossea foi maior, porém sem associagdo estatistica significante, no
grupo experimental quando comparada ao grupo controle, estando assim, de acordo
com os estudos de Saito e Shimizu (1997), Freitas; Baranauskas e Cruz-Hofling
(2000), Kawasaki e Shimizu (2000), Pinheiro et al. (2003), Blaya (2005), Gerbi et al.
(2005), Merli et al. (2005), Silva e Camilli (2006) e Weber et al. (2006).

Do ponto de vista quantitativo, os resultados obtidos neste experimento
demonstraram diferengas entre os grupos, experimental e controle, com maiores
areas de trabeculados d6sseos nos grupos submetidos a radiagdo LLLT, contudo,
sem associagao estatistica significativa, o que evidenciou a agao positiva do laser de
baixa intensidade no processo de reparo dsseo. Estes resultados estdo de acordo

com os estudos de Saito e Shimizu (1997), Kawasaki e Shimizu (2000), Silva Junior
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(2000), Merli et al. (2005) e Silva e Camilli (2006), os quais também encontraram
aumento da neoformacado 6ssea frente a radiacdo com LLLT, utilizando software

para analise das imagens e posterior estudo morfométrico.

Ao analisar quantitativamente as médias de trabeculado 6sseo neoformado,
segundo os periodos de observagao, evidenciou-se que o modelo de estudo animal
adotado apresentou maiores indices de formagao éssea durante os primeiros 21
dias do experimento, com valores de neoformagdo 6ssea homogéneos quando
comparados aos 07 dias do experimento, diferentemente de Pinheiro et al. (2003),
Gerbi et al. (2005); Merli et al. (2005) e Silva e Camilli (2006), que especificam que
os primeiros 14 dias de poés-operatorio coincidem com o inicio do declinio da
atividade da fosfatase alcalina, o qual se revela como um marco importante na
atividade de proliferacao, diferenciacdo e maturacdo osteoblastica e com o nivel
mais superior de atividade da fosfatase acida, o qual € um ponto importante para a

atividade osteoclastica, iniciando assim, os processos de reabsorgédo 0ssea.

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

Observando-se as areas de trabeculado 6sseo e os periodos de observacgao,
se evidenciou média de trabeculado 6sseo maior e estatisticamente significativa no
grupo experimental, e em progressao proporcional ao periodo de observacao. Este
fato é justificado pelo processo dinamico de remodelamento 6sseo. Pode-se afirmar
que, o aumento das trabéculas 6sseas observado até os 21 dias do experimento
corrobora com a literatura, conforme os estudos de Garavello-Freitas et al. (2003),
Pinheiro et al. (2003); Gerbi et al. (2005); Merli et al. (2005) e Silva e Camilli (2006).
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O uso potencial dos lasers na biomodulagao da osteogénese através de suas
propriedades fotoquimicas e fotobioldgicas sdo estudados por varios pesquisadores
em todo o mundo, contudo, a literatura evidencia que o mecanismo regulador do
reparo 0sseo sob a influéncia da LLLT ainda permanece incerto. Detalhados e
especificos estudos de deverdao solidificar os resultados obtidos no presente
trabalho, objetivando assim, o aprofundamento dos efeitos biomoduladores positivos
vistos nesta pesquisa. O advento de novas tecnologias na area, poderédo definir
melhores resultados da laserterapia na biomodulacao de processo de reparo no

tecido 6sseo.
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7 CONCLUSOES

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

nesta pesquisa, pode-se concluir que:

a) a LLLT pode ser utilizada como coadjuvante no processo de

osteogénese no reparo do tecido 0sseo;

b) o uso da LLLT resulta em um efeito biomodulador positivo sobre a
osteogénese no processo do reparo 0sseo, com maiores medias de
trabéculas Osseas, mas sem associacdo estatistica significativa,

porém, com estagios mais avangados de osteogénese.
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APENDICE A — QUADROS DE COLETA DE DADOS

Area Total do Area de Osso Proporgao de
Periodo Defeito Neoformado Osso Neoformado
7 dias
21 dias

Quadro 1 - Coleta de dados para analise histoldgica do processo de reparo 6ésseo — Grupo teste

Area Total do Area de Osso Proporgao de
Periodo Defeito Neoformado Osso Neoformado
7 dias
21 dias

Quadro 2 - Coleta de dados para analise histolégica do processo de reparo 6sseo — Grupo controle
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ANEXO A — LEI N.° 6.638 , DE 08 DE MAIO DE 1979"

Estabelece normas para a pratica Didatico-Cientifico da vivissec¢ao de animais
e determina outras providéncias.
ART. 1° - Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissec¢ao de animais, nos

termos desta Lei.

ART. 2° - Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstragdes com animais
vivos deverdo ser registrados em Orgdo competente e por ele autorizados a

funcionar.

ART. 3° - A vivisseccdo nao sera permitida:

1. Sem o emprego de anestesia;

2. Em centros de pesquisas e estudos nao registrados em érgédo competente;

3. Sem a supervisao de técnico especializado;

4. Com animais que nao tenham permanecido mais de quinze dias em biotérios
legalmente autorizados;

5. Em estabelecimento de ensino de primeiro e segundo graus e em quaisquer locais

frequentados por menores de idade.

ART. 4° - O animal s6 podera ser submetido as intervengbes recomendadas nos
protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou 0s programas de
aprendizado cirurgico quando, durante ou apds a vivissecgao, receber cuidados

especiais.

1. Quando houver indicagdo, o animal podera ser sacrificado sob estrita obediéncia

as prescrigdes cientificas.

2. Caso nado sejam sacrificados, os animais utilizados em experiéncia ou

demonstracbes somente poderdo sair do biotério trinta dias apds a intervencéo,

18 COBEA, 2007.
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desde que destinados a pessoas ou entidades idbneas que por eles queiram

responsabilizar-se.

ART. 5° - Os infratores estéo sujeitos:

1. As penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto Lei n° 3.688 de

03.10.1941, no caso de ser a primeira infracéo;

2. A interdigdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de pesquisa, no

caso de reincidéncia.

ART. 6° - O poder Executivo, no prazo de noventa dias, regulamentara a presente

Lei, especificando:

1. O 6rgado competente para o registro e a expedi¢cado de autorizagdo dos biotérios e

centros de experiéncias e demonstragao com animais vivos;

2. As condigbes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos biotérios; Il -
Orgdo e autoridades competentes para a fiscalizagdo dos biotérios e centros
mencionados no inciso |.

ART. 7° - Esta Lei entrara em vigor na data publicada.

ART. 8° - Revogam-se as disposi¢des em contrario.

Assinado: Joao Figueiredo, Petronio Portella, E. Portella e Ernani Guilherme
Fernandes da Motta.27
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ANEXO B — PRINCIPIOS ETICOS NA EXPERIMENTAGCAO ANIMAL"

A evolugdo continua das areas de conhecimento humano, com especial
énfase aquelas de biologia, medicinas humana e veterinaria, e a obtencdo de
recursos de origem animal para atender necessidades humanas basicas, como
nutricdo, trabalho e vestuario, repercutem no desenvolvimento de agdes de
experimentagao animal, razdo pela qual se preconizam posturas éticas concernentes
aos diferentes momentos de desenvolvimento de estudos com animais de
experimentagao.

Postula-se:

Artigo | - E primordial manter posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela

contribuigao cientifica que ele proporciona.

Artigo Il - Ter consciéncia de que a sensibilidade do animal é similar a humana no
que se refere a dor, memoria, angustia, instinto de sobrevivéncia, apenas lhe sendo
impostas limitagdes para se salvaguardar das manobras experimentais e da dor que

possam causar.

Artigo lll - E de responsabilidade moral do experimentador a escolha de métodos e
acdes de experimentagao

Animal

Artigo IV - E relevante considerar a importancia dos estudos realizados através de
experimentagdo animal quanto a sua contribuicdo para a saude humana em animal,
o desenvolvimento do conhecimento e o bem da sociedade.

Artigo V - Utilizar apenas animais em bom estado de saude.

Artigo VI - Considerar a possibilidade de desenvolvimento de métodos alternativos,

como modelos matematicos, simulagées computadorizadas, sistemas biolégicos "in

9 COBEA, 2007.
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vitro", utilizando-se o menor numero possivel de espécimes animais, se

caracterizada como unica alternativa plausivel.

Artigo VII - Utilizar animais através de métodos que previnam desconforto, angustia
e dor, considerando que determinariam os mesmos quadros em seres humanos,

salvo se demonstrados, cientificamente, resultados contrarios.

Artigo VIII - Desenvolver procedimentos com animais, assegurando-lhes sedagéo,
analgesia ou anestesia quando se confirmar o desencadeamento de dor ou
angustia, rejeitando, sob qualquer argumento ou justificativa, o uso de agentes

quimicos e/ou fisicos paralisantes e ndo anestésicos.

Artigo IX - Se os procedimentos experimentais determinarem dor ou angustia nos
animais, apos o uso da pesquisa desenvolvida, aplicar método indolor para sacrificio

imediato.

Artigo X - Dispor de alojamentos que propiciem condigbes adequadas de saude e
conforto, conforme as necessidades das espécies animais mantidas para

experimentagao ou docéncia.

Artigo Xl - Oferecer assisténcia de profissional qualificado para orientar e
desenvolver atividades de transportes, acomodagao, alimentagdo e atendimento de

animais destinados a fins biomédicos.

Artigo XIl - Desenvolver trabalhos de capacitagdo especifica de pesquisadores e
funcionarios envolvidos nos procedimentos com animais de experimentacéao,

salientando aspectos de trato e uso humanitario com animais de laboratdrio.
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ANEXO C — CARTA DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA DA FACULDADE
DE ODONTOLOGIA DA PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO
GRANDE DO SUL
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ANEXO D — CARTA DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DA
PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
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