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RESUMO

Os bisfosfonatos (BPs) sdo medicamentos utilizados para tratamento de
desordens reabsortivas ao tecido 6sseo. Administrados por via oral ou endovenosa,
0s BPs inibem a atividade osteoclastica suprimindo a remodelacdo 0ssea mediada
pelos osteoclastos e ficam acumulados de modo persistente na matriz éssea
mineralizada. Apesar do beneficio de sua utilizacdo, ha uma potencial relacéo entre
a terapia com bifosfonatos e a osteonecrose de maxilares. Nesse estudo foram
utilizados 54 ratos. Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos, de
modo randomizado, em 3 grupos contendo 18 espécimes. Em todos 0s grupos, o
periodo de observacédo foi de 03 meses. O grupo G1 foi o controle; o G2 recebeu a
medicacdo sem laserterapia (LLLT) e o G3 foi o grupo teste que recebeu terapia
medicamentosa e laserterapia. Cada grupo foi subdividido em 2 subgrupos contendo
9 espécimes. No subgrupo A foi feita a exodontia do incisivo inferior esquerdo;
enguanto que no subgrupo B foi realizado um desgaste com broca na regido do
primeiro molar inferior esquerdo. A terapia medicamentosa foi realizada com o
zolendronato e administrada em doses de 0,6 mg/kg, iniciadas um més antes da
cirurgia. Em cada espécime foi aplicada uma dose da solucdo a cada 28 dias,
totalizando 3 aplicagdes da substancia. A exodontia do incisivo inferior ou defeito
com broca foi realizado sete dias ap6s a segunda dose do farmaco. A LLLT foi
realizada no momento do procedimento e a cada 48h, com dose de 1J/cm2, aplicada
de forma pontual com poténcia de 90 mW e comprimento de onda de 830 nm. As
pecas foram observadas através das andlises macroscopica, histoldgica e
histomorfométrica. A analise estatistica foi realizada através dos testes Qui-

guadrado, Exato de Fisher e Anova. De acordo com a metodologia utilizada, os



autores concluiram que o Zolendronato associado a uma patologia local,
potencializa a possibilidade de ocorréncia da osteonecrose. E que a laserterapia nao

impede o estabelecimento da mesma no protocolo utilizado.

Palavras-Chave: Lasers; Cicatrizagcéo; Osteonecrose.
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ABSTRACT

Bisphosphonates are drugs, administered/given either orally or intravenously,
that are used to treat bone disorders. They inhibit osteoclast formation by
suppressing osteoclast-mediated bone resorption and accumulate persistently in the
mineralized bone matrix. Notwithstanding the benefit obtained from their use,
treatment with bisphosphonates has been associated with maxillary bone necrosis. In
this study, 54 rats were used. The rats were randomized into three different groups:
G1 (control group); G2 (group treated with zoledronic acid) and G3 (group treated
with zoledronic acid and laser therapy). Each group was divided in 2 subgroups (A
and B). In group A, the incisive were extracted. In group B, a bur was used to remove
bone from the first molar region. Zoledronic acid treatment was initiated one month
before surgery and given in three doses of 0,6 mg/kg. Low-level laser therapy was
applied during the procedure and every 48h, at a dose of 1J/cm2, given punctually,
using a power of 90 mW and wavelength of A=830nm. The rats were killed at 44 days
after the surgical procedure. Specimens were evaluated macroscopically, and
underwent histological and histomorphometric analysis. Statistical analysis included
the Chi-Square test, Fisher’s Exact test and Anova test. The results indicated that
laser therapy didn’t prevent the osteonecrosis. And that Zolendronic Acid associated

with a local pathology has the potencial to increase the occurrence of osteonecrosis.

Keywords: Lasers; Wound Healing; Osteonecrosis.
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1 INTRODUCAO

Bifosfonatos (BPs) séo medicamentos utilizados no tratamento de numerosas
doencas que afetam 0s 0sso0s, entre elas: osteoporose, neoplasias malignas com
metastase 0Ossea, hipercalcemia maligna e mieloma mdaltiplo. As drogas sé&o
desenvolvidas para serem administradas via oral ou endovenosa. Alendronato,
etidronato, ibandronato, pamidronato, risedronato, tiludronato e zolendronato séo os
nomes genéricos dessas medicacbes. Todas apresentam nitrogénio em sua
composicdo, exceto o etidronato e tiludronato (KUMAR; MERU; SEDGHIZADEH,
2008). Os BPs séo analogos quimicos da substancia endogena — acido pirofosférico
— que no organismo se encontra como pirofosfato, um inibidor natural da reabsorcéao
Ossea. Essa substancia sofre rapida hidrdlise enzimatica. A substituicdo do atomo
central de oxigénio por carbono faz com que os BPs sejam resistentes a essa
hidrélise. Essa substancia, substituida por uma ligacdo P-C-P, € pobremente
metabolizada pelas enzimas biologicas, causando a permanéncia dos BPs na
circulacao. A hidroxila no atomo de carbono é responsavel pela grande afinidade dos
BPs com nitrogénio na superficie 6ssea. A eficacia dessa medicacao é atribuida a
forte especificidade pelo osso e ao minimo metabolismo sofrido (FERNADES;
LEITE; LANCAS, 2005).

Entre as propriedades farmacologicas dessa medicacdo estdo: inibicdo
potente da atividade osteoclastica, suprimindo a remodelacdo 6ssea mediada por
estas células; acumulo persistente, por anos, da medicacdo na matriz Ossea
mineralizada e forte aderéncia com cristais de hidroxiapatita concentradas
seletivamente no o0sso. A intolerancia gastrointestinal, fratura Ossea, mialgia,

deterioragdo da funcéo renal, faléncia renal, erosédo e Ulceras esofagicas e efeitos



anti-angiogénicos sao efeitos adversos dos BPs (MCKAGUE; JORGENSON;
BUXTON, 2010; FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005).

Apesar dos beneficios dessa medicagdo, a osteonecrose € descrita desde
2003, como efeito adverso em pacientes realizando a terapia com zolendronato,
pamidronato ou alendronato (RUGGIERO; DREW, 2007; MARX et al., 2005; MARX,
2003). O trauma dento-alveolar foi o fator de risco mais prevalente. A duracédo da
terapia com a medicacdo também esta relacionada com o desenvolvimento de
necrose Ossea. Inicialmente, essas lesGes ocorriam com o0 uso das formas
endovenosas; mas existem relatos de osteonecrose em pacientes utilizando drogas
menos potentes por via oral (MARX et al., 2005). O tipo, dose, poténcia e duragao
da droga administrada s&o fatores importantes e determinantes para o efeito
cumulativo da substancia no organismo e, consequentemente, sua influéncia na
modelacédo 0ssea e risco de produzir necrose (MERIGO, 2006). A inibicdo da funcéo
osteoclastica pode impedir o reparo, levando a necrose 6ssea. Deve-se considerar a
propriedade anti-angiogénica de certos BPs.

Osteonecrose em maxilares de pacientes em tratamento com BPs pode se
manifestar como exposi¢cdo do osso avascular na mandibula, maxila ou ambos. Os
pacientes relatam dor, dificuldades para alimentar-se e falar, sangramento, e quando
a necrose € extensa e ocorre proxima ao ramo mandibular do nervo trigémio, podem
apresentar parestesia no labio inferior. Sinusites, fistulas bucais e cutaneas, uma ou
mais perdas dentarias, fratura patolégica da mandibula, linfadenopatia séo sinais e
sintomas que estéo frequentemente presentes (VESCOVI et al., 2008).

Todo individuo que se submeter a esse tipo de terapia medicamentosa deve

informar ao cirurgido-dentista. Um exame clinico rigoroso deve minimizar a



necessidade de procedimentos odontoldgicos invasivos futuramente (MERIGO et al.,
2006), diminuindo o risco de ocorrer necrose.

Estudos tém mostrado a eficiéncia do uso de antibidticos no tratamento
sintomético das necroses. Pesquisas utilizando a laserterapia (LLLT) como
possibilidade de tratamento para as necroses associadas a maxilares tém sido
realizadas mostrando que a LLLT tem efeito bioestimulador e potencial
antimicrobiano quando utilizada em tecidos bucais (VESCOVI et al., 2007; VESCOVI
et al., 2008). Os lasers mais utilizados sdo os lasers Hélio-Nebnio (HeNe) e os
diodos (BASFORD, 1995; PINHEIRO et al., 1998). Os lasers diodos mais
comumente utilizados sao, geralmente, variagcbes do GaAlAs, o qual emite um
espectro na faixa do infra-vermelho (WALSH, 1997).

A literatura refere o uso da LLLT para tratamento de necrose Ossea
estabelecida em maxila e mandibula de paciente utilizando bifosfonato (VESCOVI
et al., 2007; VESCOVI et al., 2008). O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do
laser no processo de reparo dos tecidos 6sseo e mole influenciado pela terapia com

bifosfonato.
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2 PROPOSICAO

1- Analisar o efeito da terapia medicamentosa com o acido zolendrdnico no
processo de reparo dos tecidos 6sseo e mole em ratos.

2- Avaliar o efeito da laserterapia (GaAlAs de 830 nm) no processo de reparo
de tecidos 6sseo e mole, em ratos submetidos a terapia com Zolendronato

3- Verificar se a laserterapia (GaAlAs) impede o estabelecimento da
osteonecrose.

Avaliar de forma especifica, em ambas condi¢cdes descritas, o processo de
reparo 0sseo e mole, apos:

- exodontia do incisivo inferior esquerdo, através de uma extragdo traumética
com fraturas multiplas da parede 0ssea;

- criagdo de uma éarea de defeito 0sseo através de desgaste com broca da
coroa e 1/3 radicular do primeiro molar inferior esquerdo; simulando, assim, restos

radiculares mantidos sem tratamento, como potenciais focos de infec¢ao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TECIDO OSSEO E BASES BIOLOGICAS DO PROCESSO DE REPARO
OSSEO

O processo de reparo 0sseo é descrito por trés fases: inflamatoria, reparadora
e de remodelacdo. A inflamatéria é caracterizada pela formacao de um coagulo
sanguineo que envolve as superficies 6ésseas no local da lesé@o, estendendo-se pelo
periésteo e cavidades medulares proximas, acompanhada de edema mais ou menos
intenso. Instala-se assim um processo inflamatério agudo com grande mobilizacéo
de neutrofilos e macrofagos, provocado pela liberacdo de substéncias quimiotaticas
(histamina e serotonina) no local lesionado. Essa fagocitose tem como objetivo
comecar a remocao do coagulo das regibes necrosadas, bem como dos ostedcitos
mortos que surgem nas superficies 6sseas da regido lesionada. Imediatamente,
inicia-se a fase reparadora com o0 aparecimento de um grande numero de
fibroblastos produtores de colageno e responsaveis pela formacdo de um calo
fibroso, no qual as fibras colagenas envolvem a regido lesionada. A medida que a
acdo dos macrofagos prossegue, reabsorvendo o coagulo e o tecido 0Osseo
necrosado, surge gradativamente uma nova rede capilar, oriunda das células
endoteliais remanescentes dos vasos rompidos e das células mesenquimais
indiferenciadas, que invade a regido do coagulo juntamente com fibroblastos e
osteoblastos, para formar rapidamente um novo tecido 6sseo, por meio de um
processo de ossificacao intramembranosa ou endoconjuntiva. O calo 6sseo tem uma

textura propria, sendo mais celular e menos mineralizado, indicando a rapidez do



processo de ossificacdo e justificando a denominagdo de osso imaturo. Na fase
remodeladora, o calo ésseo passa por uma série de processos de reabsor¢cdo e
neoformacado até que a regido lesionada retome a textura proxima aquela antes da
lesdo. As atividades osteoblasticas e osteoclasticas removem o0s excessos de
material do calo dsseo, restabelecendo as cavidades Osseas que existiam, e
reconstroem os sistems de Havers e o trabeculado de osso esponjoso na mesma

disposicéo anterior a lesdo (CATANZARO GUIMARAES, 1982).

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo especializado, constituido de 33% de
matriz orgéanica, que inclui 28% de colageno tipo | e o restante de matriz organica
formada por proteinas nao-colagenas, incluindo osteonectina, osteocalcina, proteina
morfogénica 0ssea, proteoglicana 0ssea e sialoproteina 0ssea que se dispde de
maneira a formar os 0sso0s, as estruturas rigidas e resistentes que constituem o
esqueleto. Apesar do aspecto aparentemente inerte, 0S 0SSOS crescem, Sao
remodelados e se mantém ativos durante toda a vida do organismo. Quando
lesados, como em fraturas, sdo capazes de sofrer reparo, fendmeno que demonstra
sua permanente vitalidade. A homeostase do tecido 0sseo € controlada por fatores

mecanicos e humorais, locais e gerais (TEN CATE, 1994).

O colageno do osso representa cerca de metade do colageno total do corpo
humano e esta representado quase que exclusivamente na forma de fibras do tipo I.
Tanto o colageno quanto os demais constituintes da matriz organica sao sintetizados
pelo reticulo endoplasmatico dos osteoblastos. Apds a fase de maturacdo, sais
amorfos de fosfato de calcio comecam a precipitar na area do coldgeno. Tais focos
de mineralizacdo expandem-se e coalecem em cristais de hidroxiapatita para a

8



futura remodelacdo. O componente mineral do 0osso é constituido basicamente por
calcio e fosfato, na forma de cristais de hidroxiapatita (BURKITT; YOUNG; HEATH,

1997).

O osso trabeculado ndo € somente o primeiro tipo a ser formado durante o
desenvolvimento do esqueleto, mas também o primeiro a ser depositado durante o
processo de reparo de uma fratura. No sitio de fratura, um coagulo sanguineo é
formado inicialmente, mais tarde substituido por tecido colageno altamente
vascularizado (tecido de granulacao), o qual se torna progressivamente mais fibroso.
As células mesenquimais diferenciam-se em condroblastos e, progressivamente,
substituem este tecido fibroso de granulagdo com cartilagem hialina. Esta ponte
firme, mas ainda flexivel, € conhecida como calo provisorio. Posteriormente, o
mesmo é reforcado pela deposicdo de sais de calcio na matriz cartilaginosa. As
células osteoprogenitoras do endodsteo e do periosteo sdo, a seguir, ativadas e
depositam uma trama de osso trabecular no interior e ao redor do calo provisorio,
transformando-o em calo 6sseo. A unido 0ssea € atingida quando o sitio de fratura é
completamente unido pelo osso. Sob a influéncia do estresse funcional, o calo 6sseo
€ lentamente remodelado para formar osso maduro (BURKITT; YOUNG; HEATH,

1997).

Para Marsh e Li (1999), o processo de reparo de uma fratura em osso longo
pode ser descrita em quatro fases. Sao elas:

- formacdo do hematoma (fase inflamatéria ou de granulacédo): plaguetas
ativadas liberam uma variedade de produtos, incluindo fibronectina, fatores de

crescimento derivados de plaquetas e fatores de crescimento transformadores, os



qguais estimulam o influxo de células inflamatorias. A cascata de citoquina
subsequente traz as células de reparo (fibroblastos, células endoteliais e
osteoblastos) para a regiao da fratura.

- formacao de calo fragil (fase proliferativa): caracteriza-se pela formacéo de
tecidos conectivos, incluindo cartilagem, e formacdo de novos capilares de vasos
preexistentes (angiogénese).

- formacédo de calo rigido (fase de maturacdo ou remodelacdo): conduz a
formagcdo de o0sso novo, tanto diretamente de tecido mesenquimal
(intramembranoso) ou via um estagio intermediario de cartilagem (endocondral). Os
osteoblastos podem formar osso novo rapidamente, mas esse € organizado ao
acaso, além de mecanicamente fraco.

- fase remodeladora: 0 osso neoformado € remodelado em osso lamelar mais
resistente pela acdo organizada dos osteoclastos na reabsor¢cdo Ossea e pela

formacgao 6ssea por osteoblastos.

O tecido 0sseo € o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para
as partes moles e protege 0Orgaos vitais, como 0s contidos nas caixas cranianas e
toracica e no canal raquidiano. Além do mais, aloja e protege a medula 0ssea,
formadora das células do sangue, proporciona apoio aos musculos esqueléticos,
transformando suas contracbées em movimentos Uteis, e constitui um sistema de
alavancas que amplia as forcas geradas na contracdo muscular (JUNQUEIRA,

CARNEIRO, 1999)

As superficies internas e externas dos 0ssos sao recobertas por células

osteogénicas e tecido conjuntivo, constituindo o endosteo e o0 peridsteo,
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respectivamente. A camada mais superficial do periésteo contém fibras colagenas e
fibroblastos. As fibras de Sharpey sao feixes de fibras coldgenas do periésteo que
penetram no tecido 6sseo e o prendem firmemente ao peridsteo.

Na sua por¢do mais profunda, o peridsteo € mais celular e apresenta células
osteoprogenitoras, morfologicamente parecidas com os fibroblastos. As células
osteoprogenitoras se multiplicam por mitose e se diferenciam em osteoblastos,
desempenhando papel importante no crescimento dos 0ssos e na reparagcédo das
fraturas. O endlsteo € 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.

As principais funcdes do enddsteo e do peridsteo sdo a nutricdo do tecido
0sseo e o fornecimento de novos osteoblastos, para o crescimento e a recuperagao

do osso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

O o0sso €& composto por ceélulas e por uma matriz extra-celular
predominantemente colagena (colageno do tipo 1) chamada de ostedide, a qual é
mineralizada pela deposicédo de hidroxiapatita, o que oferece ao 0sso rigidez e forca
caracteristica.

As células do tecido 6sseo séo:

Osteoblastos — que sintetizam ostedide e sdo mediadores de sua
mineralizacdo; sdo encontrados alinhados ao longo das superficies dsseas.

Ostedcitos — que representam, sobretudo, osteoblastos inativos aprisionados

dentro do osso formado; podem auxiliar na nutricdo do 0sso.
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Osteoclastos — células fagocitarias que sédo capazes de reabsorver 0 0Sso e
gue sao importantes, juntamente com o0s osteoblastos, na rotatividade e na
remodelac&o constantes do 0sso.

Os osteoblastos e ostedcitos derivam de uma célula mesenquimal primitiva,
chamada de célula progenitora. Os osteoclastos, por sua vez, sao células
fagocitarias multinucleadas derivadas de linhagem celular dos macréfagos-

mondcitos (YOUNG; HEATH, 2000).

A presenca de mineral faz do osso um tecido Unico, ndo somente de um
ponto de vista biossintético, mas também catabdlico. A quantidade de tecido 6sseo
presente durante o crescimento fisiolégico e a remodelacdo do esqueleto é
determinada pelo balanco entre a taxa de formacgéo 0ssea e a reabsor¢céo 0ssea. As
células responsaveis pela reabsorcdo Ossea s&do 0s osteoclastos, descritos
originarialmente, em 1873, por Albert Kolliker. Trata-se de células gigantes,
multinucleadas e s&o o0s Unicos tipos capazes de reabsorver tecido 6sseo. Os
osteoclastos sdo formados pela fusdo de monécitos derivada do tecido

hematopoético (LENER, 2000).

As funcbes dos osteoblastos e dos osteoclastos estdo intimamente
relacionadas. Durante o desenvolvimento do esqueleto. Ao londo da vida, células da
linhagem dos osteoblastos sintetizam e secretam moléculas que, em troca, iniciam e
controlam a diferenciacdo dos osteoclastos. Esta € uma interacdo direta e crucial
gue ja foi bem estabelecida in vivo. Uma vez que 0s osteoblastos e osteoclastos
estejam bem diferenciados, ha uma menor relacdo direta entre ambos. O osso é

constantemente destruido ou reabsorvido pelos osteoclastos e posteriormente
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reposto pelos osteoblastos em um processo fisioldgico denominado remodelacéo
O0ssea, a qual é fortemente regulada por fatores locais e enddcrinos (DUCY;

SCHINKE; KARSENTY, 2000).

3.2 LASERTERAPIA

Mester et al. (1971) observaram o efeito de baixas doses de laser na
tratamento de feridas induzidas mecanicamente e em queimaduras. O processo de
reparo estimulado pela radiacdo laser envolve uma velocidade aumentada de
crescimento epitelial, 0 que pode, eventualmente, ser o ponto de partida para um
crescimento neoplasico. Os autores avaliaram o efeito do laser rubi com
comprimento de onda de A=6,943A, densidade de energia variando de 0,5 a 10J/cm?
e doses de 1,0; 4,0 e 5,0 J/cm? em queimaduras realizadas por eletrocoagulagéo. Os
resultados mostraram que a radiacado laser estimulou ndo somente a fagocitose, 0
crescimento de pélos, o crescimento neoplasico, mas também o reparo de feridas

induzidas mecanicamente.

Mester, Mester e Mester (1985) revisaram o uso experimental e clinico dos
lasers que empregaram, por um periodo de 20 anos, avaliando, inicialmente, os
efeitos do laser rubi e, posteriormente, do HeNe e do gas argbnio, em 15 sistemas
biolégicos. Em decorréncia dos resultados positivos dos experimentos feitos, os
autores comecaram, em 1971, a utiliza-lo no tratamento de feridas humanas e
Ulceras de dificil cicatrizacdo ou nao-cicatrizadas completamente. A investigacdo do
processo de reparo de feridas em ambito molecular surgiu praticamente como
resultado do desenvolvimento de exames bioquimicos, radiogréaficos, enzimatico-

13



histoquimicos e com microscopia eletrénica. Em nivel microscopico, inflamacéo,
proliferacdo e reorganizacao tecidual foram observadas, o que representa as fases
do reparo. As duas primeiras fases, inflamagdo e proliferacdo, envolvem o
desenvolvimento de tecido de granulagdo, enquanto a terceira fase é caracterizada
por contracdo, por um lado, e por maturacdo do tecido cicatricial, por outro.
Seguindo as alteracdes caracteristicas que ocorrem durante a fase inicial pés-lesao,
os fibroblastos aparecem mais tarde. A alta forca ténsil do colageno produzido pelos
fibroblastos serve para proporcionar e para repor os defeitos teciduais que ocorrem
nas lesdes. A experiéncia dos autores juntamente com o0s resultados dos
experimentos realizados com o objetivo de elucidar o processo de biorregulacéo do
reparo, convenceu 0s autores a recomendar o uso do laser para estimular o reparo

tecidual.

Longo et al. (1987) estudaram o efeito do laser diodo GaAlAs (A=904nm) no
processo de reparo de feridas experimentais. Observaram que o laser aplicado por
cinco minutos, diariamente, durante cinco dias, com uma frequiéncia de 3.000 Hz
(densidade de energia de 3J/cm?), promoveu o reparo de feridas experimentais em
ratos, tanto do ponto de vista macroscopico quanto microscopico. O mesmo laser,
aplicado nestas condi¢des experimentais, com a mesma densidade de energia por
10 minutos, diariamente, durante cinco dias, com 1.500 Hz de freqiiéncia, ndo afetou
as feridas experimentais. O mecanismo pelo qual cada aplicacdo de laser promove
o reparo de lesbes cutaneas € desconhecido. Tem sido sugerido que o aumento na
producdo de colageno e/ou a diminuicdo da inibicdo do contato celular pode

desempenhar algum papel na acao do laser.
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Anneroth et al. (1988) analisaram o efeito do tratamento com um laser
infravermelho no reparo de feridas em ratos, tanto histolégica quanto
macroscopicamente. Para o estudo, foram utilizados 14 ratos, nos quais duas feridas
foram realizadas bilateralmente na regido caudal de cada animal. Uma ferida em
cada rato recebeu tratamento com radiacao laser. A ferida contralateral foi mantida
sem tratamento, servindo como grupo controle. O periodo de observacao total foi de
15 dias, sendo que, a cada dia, um animal era morto para avaliacdo. Os ratos foram
radiados diariamente com um laser diodo (GaAs; A=904nm) com frequéncia de
500Hz e poténcia de 0,5mW, por um periodo de oito minutos e com uma distancia
de 5mm, até o momento de sua morte. Os resultados ndo mostraram nenhuma
diferenca no que se refere ao periodo de reparo ou a formacéo de crosta. Nenhuma
ferida apresentou sinais de infeccdo durante o periodo de observagdo. O exame
histolégico também n&o apresentou nenhuma diferenga morfolégica 6bvia entre as
feridas tratadas e nado-tratadas. Os autores n&o confirmaram, com este estudo, que

0 uso de um laser de baixa poténcia pode melhorar o processo de reparo de feridas.

Hallman et al. (1988) estimaram o efeito do laser HeNe na proliferagéo celular
em culturas de fibroblastos humanos. As culturas foram radiadas com o laser HeNe
com comprimento de onda de A=0,633um, 0,9mW, de forma continua por 60
segundos, diariamente, durante cinco dias. O grupo controle passou pelo mesmo
tratamento, entretanto ndo recebeu radiacdo. Os resultados foram avaliados por
uma analise de covariancia e ndo apresentaram diferencas significativas entre os

grupos experimentais e 0 grupo controle.
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A laserterapia tem sido promovida, desde o final dos anos 60 do século
passado, como um tratamento novo, seguro e efetivo para vérias condi¢cdes
neuroldgicas, musculoesqueléticas e de tecidos moles, ocupando intensidades de
radiacdo tao baixas que qualquer efeito biolégico que possa ocorrer é decorrente do
efeito direto da radiacdo e ndo do resultado do aquecimento. Isto significa que a
elevacao da temperatura induzida pela radiacdo deve ser minima, talvez ndo mais
do que 0,1°C a 0,5°C. Para todos os objetivos praticos, esta limitagdo restringe a
energia de tratamento a poucos joules por centimetro quadrado e poténcias do laser

a 50mw ou menos (BASFORD,1989).

Braverman et al. (1989) avaliaram os efeitos bioestimuladores da radiacéo
com laser HeNe (A=632,8nm), de GaAlAs (A=904nm) e de ambos, combinados no
processo de reparo de feridas na pele de coelhos. Setenta e dois coelhos foram
divididos em quatro grupos. O primeiro serviu como controle e nao recebeu
radiacédo, o segundo foi radiado com laser HeNe (1,65J/cm?), o terceiro, com laser
GaAlAs (8,25J/cm?) e o quarto com uma combinacao de ambos. As radiagcdes foram
realizadas em uma das duas feridas dorsais, diariamente, por um periodo de 21
dias. Diferencas significativas foram encontradas na forca ténsil em todos os grupos
radiados, tanto na lesdo radiada quanto na lesdo que nao recebeu radiagcéo direta,
guando comparados ao grupo controle. Nenhuma diferenca foi encontrada no indice
do processo de reparo ou na area de colageno. O crescimento da epiderme foi maior
no grupo do laser HeNe comparada ao grupo controle, mas a diferenca nao foi
significativa. Assim, a radiacdo com comprimento de onda de A=632,8nm e A=904nm
ou combinadas aumentou a forca ténsil durante o reparo de feridas e pode ter
liberado fatores teciduais na circulacdo sistémica, os quais aumentaram a forca
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ténsil no lado oposto. Os comprimentos de onda dos feixes laser HeNe e GaAlAs
podem ser relativamente mais eficazes para a bioestimulacdo comparada com lasers
cirdrgicos, isto é, devido ao comprimento de onda do laser HeNe ser préximo a

absorcdo méaxima por varios pigmentos biolégicos, como hemoglobina e citocromos

mitocondriais, e o laser de GaAlAs poder penetrar no tecido, por varios milimetros.

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

laser nos tecidos (HILLENKAMP, 1989).

A bioestimulacéo laser é um fendmeno fotobiol6gico. A magnitude do efeito
da bioestimulacdo depende do estagio fisiologico da célula antes da radiacao. Isto
explica por que o efeito da bioestimulagdo nem sempre ser possivel. 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 ceélulas excitaveis

para gerar um potencial de acdo nas mesmas (KARU, 1989).

Rochkind et al. (1989) pesquisaram o efeito sistémico do laser ndo-ablativo

HeNe na recuperacdo de lesdes no sistema nervoso periférico e central, bem como

17



no processo de reparo de feridas e de queimaduras cutaneas. A radiacdo com laser
somente no lado direito, em animais com feridas cutaneas bilaterais, melhorou o
restabelecimento em ambos os sitios, quando comparada com o grupo controle, o
qual ndo recebeu radiacdo. Resultados similares foram obtidos em queimaduras
bilaterais: a radiacdo em uma das lesdes também causou uma aceleracdo no
processo de reparo no sitio ndo-radiado. Contudo, no grupo controle ndo radiado,
todos os ratos sofreram necrose avancada na perna e gangrena bilateral. A radiacao
com o laser HeNe em lesdes por compressao do nervo ciatico no lado direito em um
animal com lesédo bilateral, aumentou significativamente o potencial de acdo na
perna esquerda ndo-radiada. A andlise estatistica mostrou diferenca sendo maior
para o grupo tratado com laser. Finalmente, o efeito sistémico foi encontrado em
segmentos da medula espinhal, correspondendo aos nervos ciaticos lesados. A
degeneracédo retrograda bilateral dos neurdnios motores da medula espinhal
esperada apos a leséo bilateral dos nervos periféricos foi significativamente reduzida
no grupo tratado com laser. Os autores concluiram que o laser HeNe exerce um
efeito sistémico pronunciado na pele e nos tecidos adjacentes, bem como nos
nervos periféricos severamente lesados e nas regifes correspondentes da medula
espinhal. Relataram ainda que os efeitos persistem por longo periodo apés a
aplicacdo do laser. Os autores ressaltaram que os efeitos sistémicos observados
sao relevantes tanto em termos de aplicacdo clinica da laserterapia quanto para

pesquisas basicas envolvendo os possiveis mecanismos envolvidos.

In De Braekt et al. (1991) analisaram o efeito da laserterapia (GaAlAs;
A=830nm) no processo de reparo e na contracdo da ferida apds cirurgia palatal em

cdes. A poténcia utilizada foi de 30mW e a dose por aplicacéo, de 1J/cm?, com trés
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aplicacbes semanais, perfazendo total de 10 aplicagbes. As &reas cruentas no
mesmo animal foram radiadas, evitando os possiveis efeitos sistémicos da radiacédo
laser. O reparo foi observado clinicamente até que esta se completasse. Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada na qualidade ou no grau de reparo cicatricial
entre 0s grupos controle e experimentais. Os autores concluiram que,
macroscopicamente, a laserterapia, sob as condi¢Oes utilizadas neste estudo, nao

teve influéncia no reparo ou contragéo da ferida.

Van Breugel e Dop Bér (1992) estimaram os efeitos individuais da densidade
de poténcia e do tempo de exposicdo do laser em fibroblastos humanos pelo estudo
da sua proliferacdo e da producdo de colageno tipo | in vitro. O laser HeNe
(A=632,8nm) foi utilizado com uma dose total de 6,8mW. Culturas de fibroblastos
humanos foram submetidas ao laser HeNe com varias doses de energia, variando a
densidade de energia e o tempo de exposi¢cdo. Em trés dias consecutivos, as células
foram radiadas por periodos entre 0,5 e 10 minutos. A poténcia do laser variou de
0,55 a 5,98mW. Tanto o numero de células quanto a producdo de colageno do tipo |
foram determinados para cada condicdo de radiacdo. Os resultados mostraram que
o laser com poténcias abaixo de 2,91mW pode melhorar a proliferagéo celular,
enquanto poténcias maiores (5,98mW) ndo apresentaram nenhum efeito. Os efeitos
de estimulagdo foram mais pronunciados com tempos de radiagdo entre 0,5 e 2
minutos. A producédo de colageno tipo | foi afetada na direcdo oposta a proliferacédo
celular: quando a proliferacdo celular aumentou, a producéo de coldgeno do tipo |
diminuiu. A partir deste experimento ficou claro que o tempo de exposicdo e a

densidade de poténcia determinam o efeito da radiacédo laser. Assim, a estimulacéo
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e a inibicdo das propriedades celulares observadas podem ser obtidas com o

mesmo laser nas mesmas células.

Hall et al. (1994) investigaram, em ratos, 0 processo de reparo em feridas
apos a laserterapia. Feridas padronizadas foram realizadas na porcao caudal de
ratos, bilateralmente. Os animais foram divididos em dois grupos, com 19 animais
em cada um. O grupo A foi radiado com laser em um lado, sendo que lado oposto foi
deixado como controle para possiveis efeitos sistémicos. O grupo B recebeu uma
radiagao placebo (luz normal) em um dos lados; o grupo contralateral foi deixado
sem tratamento. A frequéncia utilizada foi de 500Hz e a poténcia de 1mW. O laser
foi utilizado perpendicularmente a uma distancia de 2mm. A dose diéria foi de
0,2J/cm? e o periodo de observacéo total foi de 21 dias. Dois animais de cada grupo
foram mortos a cada dois dias a partir do terceiro dia do experimento. Os resultados,
tanto clinicos quanto histolégicos, ndo mostraram diferencas durante todo o periodo
de observacédo quando os grupos foram comparados entre si. Os autores concluiram
gue a radiacdo com laser nao-ablativo ndo influenciou o processo de reparo das

feridas.

Morimoto et al. (1994) estudaram o efeito do laser argbnio com varios
comprimentos de onda (A=351nm, A=458n$m e A=514,5nm) na respiragéo
mitocondrial in vitro. Os resultados encontrados mostraram que o laser argdnio
gerou varias respostas respiratdrias na mitocéndria. No caso do estagio quatro da
respiracao, os lasers de A=351nm e de A=458nm aceleraram o consumo de oxigénio
da mitocondria. Tal aceleragdo ndo foi observada com o laser de A=514,5nm. Por

outro lado, no caso do estagio trés da respiracdo, o laser A=514,5nm ativou o
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consumo de oxigénio da mitocondria. A ativagao néo foi observada na radiagdo com
laser de A=458nm. A radiagdo com A=351nm reduziu o consumo de oxigénio no
estagio trés. Os efeitos térmicos pela radiacdo laser ndo foram a causa dominante
da melhora do consumo de oxigénio em nenhum estagio respiratorio. Os resultados
sugeriram que a radiacdo laser com comprimentos de onda de A=352nm e A=458nm
podem danificar a membrana interna da mitocondria, enquanto aquele com
comprimento de onda de A=514,5nm pode melhorar levemente a taxa de sintese de

ATP.

Pyczek, Sopala e Dabrowski (1994) avaliaram o efeito do laser de baixa
poténcia nas células da medula éssea em ratos. Para o estudo, foram utilizados os
lasers HeNe (632,8nm) e o GaAs (904nm). Superficies intactas da pele dos ratos
foram radiadas sobre uma regiao do fémur. A dose total recebida pelo grupo do laser
HeNe foi de 13,5J, em um periodo de trés dias, e de 13,5J, no grupo do GaAs,
também por um periodo de trés dias. A andlise sangilinea foi realizada antes do
experimento e ap0s a radiacdo. A medula 6ssea foi avaliada microscopicamente. Os
resultados mostraram que o laser GaAs induziu a um decréscimo nos mastoécitos da
medula 6ssea e nos basoéfilos do sangue periférico e um aumento no numero de
eosinofilos. Um aumento na atividade mitética na medula 6ssea foi observado nos
grupos experimentais. Nenhuma alteracdo significativa foi encontrada no
hematdcrito ou nos niveis de hemoglobina de eritrécitos e reticulocitos no sangue

periférico.

A terapia a laser tem empregado largas porcdes do espectro visivel e
infravermelho. Os primeiros estudos enfatizavam a luz visivel de laser com gas,
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como o hélio nebnio (HeNe), rubi, argbnio e criptbnio. Mais recentemente, os lasers
diodos semicondutores arseneto de galio (GaAs) e o arseneto de gélio e aluminio
(GaAlAs) tornaram-se mais disponiveis. HA uma aceitagdo crescente que estes
lasers sdo particularmente efetivos. Hoje, os aparelhos de HeNe ainda sdo muito
utilizados, mas a maioria dos trabalhos é feita com o GaAs e GaAlAs com

comprimentos de onda entre A=820nm e A=904nm (BASFORD, 1995).

A laserterapia inicialmente envolvia lasers com poténcias iguais ou menores a
1mW. Com o tempo, a tecnologia melhorou e as poténcias aumentaram. Hoje, os
tratamentos sdo realizados com aparelhos com poténcias entre 10 e 90mW, ou
mesmo um pouco acima de 100mW. O tempo de tratamento, entretanto, diminuiu
enquanto a poténcia aumentou e a dose permaneceu préxima de 1 a 4J/cm?. Devido
as semelhancas na dose e a convergéncia na escolha do laser, diferencas
significativas persistem entre os tratamentos, destacando-se: velocidade do pulso,
modo de aplicacdo (em contato ou n&o) e utilizacdo de um Unico comprimento de

onda ou uma combinacéo destes (BASFORD, 1995).

As caracteristicas da radiacao laser — coeréncia, colimagdo e monocromia —
tém sido examinadas em detalhes. Em particular, a coeréncia e a colimagcado nao
parecem ser cruciais, uma vez que sao rapidamente degradadas pela reflexao,
enquanto o raio passa através do tecido. Suportando sua relativa falta de
importancia, esta o fato que tanto os lasers diodos quanto uma luz ndo-coerente (de
fontes monocrométicas) podem alterar processos biolégicos. A monocromia,

entretanto, parece vital (BASFORD, 1995).
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Pogrel, Chen e Zhang (1997) investigaram, in vitro, a acdo do laser GaAlAs
(A=830nm) em cultura de fibroblastos e queratocitos humanos. O tempo de
exposicao variou entre 10 e 120 segundos, com uma poténcia entre 5 e 100mW e
uma densidade de energia de 0,12 a 4,24J/cm?. A proliferacéo celular foi avaliada
por espectrometria absorvente, enquanto a adesado celular foi avaliada por analise
microcolorimétrica para adesao celular ao colageno bovino. A migracdo celular foi
avaliada por meio de um filtro utilizando campo microscopico de alta poténcia. Os
resultados ndo apresentaram diferencas na proliferacdo celular, na adeséo e na
migracao, tanto nas culturas de fibroblastos como na de queratdcitos tratadas com o
laser de GaAlAs, com qualquer densidade de poténcia ou tempo, quando
comparadas com 0s grupos controles ndo-radiados. Os autores concluiram que o
laser GaAlAs, quando utilizado em poténcias entre 5 e 100mW e tempos entre 10 e
120 segundos, ndo possui efeito bioestimulador em culturas de fibroblastos e

gueratdcitos quanto a proliferacao celular, adesdo ou migracgéo.

As principais estruturas responsaveis pela absorcao dos lasers vermelhos e
infravermelhos utilizados na terapia com laser sdo as proteinas. Entretanto, a
identidade dos fotorreceptores responsaveis pelos efeitos bioldgicos da terapia com
laser de baixa poténcia ndo é conhecida. Walsh (1997a), revisando estudos até
entdo publicados, observou que tanto elementos do sistema mitocondrial quanto
porfirinas enddgenas na célula, sdo os cromoéforos que absorvem energia na terapia
laser de baixa poténcia. Como a penetracdo da energia laser utilizada na terapia
pode ser na ordem de 5 a 10mm, tanto as estruturas superficiais como as profundas

podem ser afetadas. Entretanto, enquanto a energia penetra nos tecidos, ha uma
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dispersdo multipla tanto pelos eritrécitos quanto pelos microvasos, influenciando

marcadamente a distribui¢cdo final da energia laser.

O mesmo autor, em outro artigo (1997b), resumiu os parametros que
determinam a natureza dos efeitos do laser, em qualquer situacao: parametros fixos,
0s quais ndo podem ser modificados pelo operador (comprimento de onda,
coeficientes de absorcdo e de reflexdo do tecido radiado; e resfriamento interno -
corrente sangliinea) e fatores variaveis, os quais podem ser modificados pelo
operador ao nivel do equipamento ou na interface tecidual, incluindo (poténcia do
laser - modo continuo ou pulsado; densidade de energia; tempo de exposi¢cao e

refrigeracdo externa - agua ou ar).

Pinheiro et al. (1998) avaliaram o efeito da laserterapia no tratamento de
diversas desordens da regiao bucal e maxilofacial. Para o estudo, 205 mulheres e 36
homens com idades entre 7 e 81 anos, com alteragdes na regido maxilofacial, foram
tratados com laser diodo de A=632,8 nm, A=670 nm e A=830nm. Os disturbios
incluiam dor na articulacdo temporomandibular, nevralgia do trigémeo, dor muscular,
inflamac&o, hipersensibilidade dentinéria pds-operatoéria e pequenos hemangiomas.
A maioria dos tratamentos consistia de uma série de 12 aplica¢des, duas vezes por
semana. Em 15 casos, uma segunda série de aplicacdes foi realizada. Os pacientes
foram tratados com uma dose média de 1,8J/cm? Os autores observaram, neste
estudo, que a luz visivel de 1=632,8 nm e A=670nm apresentou um efeito mais
pronunciado em lesdes superficiais e a luz de A=830nm, nas lesdes profundas. Os
resultados mostraram que dos 241 pacientes avaliados, 154 individuos
apresentaram-se assintomaticos, ao final do tratamento, 50 apresentaram uma
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melhora consideravel e apenas 37 pacientes apresentavam sintomatologia ao final
do tratamento. Os autores concluiram que os resultados obtidos confirmaram que a
laserterapia € um meio efetivo e benéfico para o tratamento de varias doencas da
regido maxilofacial. Nao ficou claro, entretanto, por que alguns pacientes nao
responderam bem ao tratamento; os pesquisadores ressaltaram a possibilidade de
algumas condi¢des da articulagdo temporomandibular ndo responderem da mesma

maneira que outras.

Reddy, Stehno-Bittel e Enwemeka (1998) pesquisaram a influéncia da
fotoestimulacdo com laser na producdo de coladgeno no reparo de tendbes-de-
Aquiles em 24 coelhos machos. Apés a tenotomia, os animais do grupo experimental
foram radiados com laser HeNe (A=632,8nm), diariamente, com uma dose de
1,0J/cm?, por um periodo de 14 dias. O grupo controle n&o recebeu radiagdo com
laser. A andlise bioquimica dos tendBes revelou um aumento de 26% na
concentracdo de colageno com a laserterapia, indicando um processo cicatricial
mais rapido nos tenddes do grupo experimental, quando comparado com 0 grupo
controle. Os autores concluiram que a laserterapia facilitou a producdo de colageno,

melhorando, desta forma, o reparo.

A laserterapia é dada por um laser da classe IlIB, o que significa que ele
opera na escala de A=600 nm a A=1000nm e tem entre 5 e 500mW de poténcia. O
laser ndo-ablativo ndo é térmico, pois ele ndo produz calor no tecido atingido. Ao
contrario, provoca uma resposta fotoquimica e fotofisica, alterando o funcionamento
normal da célula. A emissdo do féton com luz vermelha ou infravermelha é absorvida
por fotorreceptores no tecido. Alteracbes na membrana celular alteram sua
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permeabilidade, aumentam a sintese de ATP e outras atividades metabdlicas,
promovendo, assim, uma série de alteragfes fisioldgicas. Diferentes comprimentos
de onda parecem ser absorvidos por distintos receptores. A maioria dos autores
concorda que a melhora no processo de reparo das feridas € devida ao aumento na
proliferacédo celular. As alterac6es fotoquimicas estimuladas pela acédo da luz, tanto
na membrana celular quanto no nucleo da célula, sdo: aumento da vasodilatacdo
local, angiogénese, producdo de fibroblastos, sintese de colageno, producédo de
linfécitos T e B, liberacdo de endorfinas locais e alteracbes nas prostaglandinas
locais (mudancas fisiolégicas como resultado da luz laser nos tecidos moles). Este
tipo de terapia é usado na estimulagdo do reparo nos tecidos moles, como
antiinflamatério, no alivio da dor e para estimular o sistema imune a fim de atenuar

os efeitos infecciosos (FRANKS, 1999).

A penetracdo e a dispersdo da luz ultravioleta e da luz visivel na pele séao
dependentes do comprimento de onda da fonte emissora e das propriedades opticas
individuais das camadas da pele. Na epiderme, a maior responsavel pela absorcéo é
a melanina. O comprimento de onda de 2=400 a A=600nm é absorvido na derme por
cromoéforos da pele: hemoglobina, oxi-hemoglobina, bilirrubina e caroteno. Uma
pobre absorcdo pelo sangue ocorre com comprimentos de onda de A=700 a
A=1300nm, com pouca dispersdo na derme. Kolarova, Ditrichova e Wagner (1999)
investigaram a penetracdo da luz laser de diferentes comprimentos de onda através
de camadas da pele e de tecido de granulagdo em Ulceras. Para o estudo, as
amostras de pele foram obtidas de homens com idades entre 16 e 40 anos,
submetidos a cirurgia plastica, em diferentes regides do corpo, enquanto as

amostras do tecido de granulacdo foram obtidas de ulceras femurais. Os lasers
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utilizados foram o HeNe (A=632,8nm; 50mW) e um laser semicondutor (A=675nm;
21mW). A medicdo da penetracdo do laser foi efetivada com um fotodetector e a
analise de dados, realizada em computador. A espessura das amostras foi
padronizada em 19mm. Aproximadamente 0,3% do laser HeNe e 2,1% do
semicondutor penetraram nas amostras. O tecido de granulacdo apresentou
propriedades Opticas significativamente diferentes e a medicdo da penetracdo do
laser foi quase 2,5 vezes maior do que a penetracdo na pele normal com espessura
semelhante, devido as diferencas histologicas estruturais. Diferencas também foram
encontradas entre tecidos normais de distintas regibes do corpo. Os autores
concluiram que a penetracdo do laser na pele € um fator decisivo para a sele¢cédo da

dose de sua radiacao.

As reacgOes vasculares durante a laserterapia também s&o consideradas como
um dos possiveis mecanismos responséaveis pelos efeitos clinicos da luz laser, pois
a circulagédo sangliinea é um determinante importante para o processo de reparo de
feridas e para o alivio da dor. A melhora da circulagdo, devido a radiagcdo com o
laser, pode ser considerada um dos possiveis mecanismos da eficacia clinica do
laser de baixa poténcia no tratamento da dor ou para promover o reparo de feridas.
Maegawa et al. (2000) estudaram o efeito do laser ndo-ablativo na microcirculagéo
mesentérica de ratos, in vivo, e na concentracdo sistdlica de célcio em células
musculares de vasos em ratos, in vitro. O laser utilizado possuia um comprimento de
onda de A=830nm, sendo aplicada uma dose de 38,2mW/mm?® Os resultados
mostraram uma potente dilatacdo nas arteriolas radiadas com laser, o que levou a

um aumento marcante na circulacdo sangiinea arteriolar. Os autores concluiram
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gue as alteracBes circulatdrias observadas parecem ser mediadas largamente pela

reducéo do ion célcio intracelular em células musculares dos vasos.

Walker et al. (2000) analisaram o efeito da radiacao laser no reparo de feridas
na pele de ratos previamente radiados com raios X, com o objetivo de provocar um
atraso no processo de reparo. Setenta e duas horas apés a radiacdo, todos os ratos
foram anestesiados e uma ferida cirGrgica com uma area de 7mm? foi realizada no
dorso de cada animal. Em dois grupos, os animais foram tratados com laser GaAlAs
(A=660nm, 5KHz; 15mW), trés vezes por semana (0,5 e 1,5J/cm?, respectivamente).
As areas das feridas foram calculadas por um sistema computadorizado de analise
de imagens. Na segunda fase do experimento, os ratos foram tratados da mesma
maneira, com exce¢do da dose aplicada, que foi de 4)/cm?. Os resultados
demonstraram que o tratamento com laser com 0,5; 1,5 e 4J/cm? n&o apresentaram
nenhum efeito benéfico no processo de reparo das feridas. Os autores concluiram
gue estes achados proporcionam uma pequena evidéncia do suposto efeito

estimulador do laser n&o-ablativo in vivo nos parametros investigados.

Almeida Lopes et al. (2001) estudaram o efeito da laserterapia em cultura de
fibroblastos humanos, comparando o efeito na proliferacéo celular de laser de luz
visivel com lasers infravermelhos, mantendo a dose constante de 2J/cm? e usando
diferentes irradiagbes. A radiacdo com laser foi realizada com lasers diodo com os
seguintes comprimentos de onda: A=670nm, A=780nm, A=692nm, A=786nm. Os
resultados mostraram que, nas culturas de fibroblastos em condicdes de déficit
nutricional, quando radiadas com a mesma dose, o laser infravermelho induziu a

uma maior proliferagdo celular quando comparado ao laser visivel, quando as
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poténcias eram diferentes. Entretanto, lasers de mesma poténcia de saida
apresentaram efeitos semelhantes no crescimento celular, independentemente do
comprimento de onda. Para os autores, a terapia com laser de baixa poténcia
melhorou a proliferacao de fibroblastos, in vitro, além de que um menor tempo de

exposic¢do resulta em maior proliferagao.

Estudo realizado por Pinheiro et al. (2005) avaliou o processo cicatricial de
feridas, submetidas ou ndo a laserterapia ou luz polarizada. Uma ferida foi criada no
dorso de 30 ratos, divididos em 5 grupos, de acordo com a terapia realizada: (1)
controle; (2) laserterapia com 20J/cm? (3) laserterapia com 40 J/cm? (4) luz
polarizada com 20 J/cm?; e (5) luz polarizada com 40 J/cm?® Os autores concluiram
gue tanto a laserterapia quanto a luz polarizada aplicadas na dose mais baixa (20
J/cm?) promovem maior deposicéo de coldgeno e melhor organizacdo cicatricial da

ferida.

Kreisler et al. (2002) analisaram os efeitos da radiacdo laser na taxa de
proliferacéo de fibroblastos gengivais humanos in vitro. Um grupo de 110 culturas de
fibroblastos foram radiadas com um laser diodo (GaAlAs; A=809nm; 10mW) com
doses entre 1,96J/cm? e 7,84J/cm?®. O tempo de exposicdo variou entre 75 e 300
segundos. Outras 110 culturas de fibroblastos serviram como controle e nao
receberam radiacédo. O tratamento com laser realizou-se alternadamente: uma, duas
e trés vezes, em um intervalo de 24 horas. A taxa de proliferacao foi determinada
pela atividade de fluorescéncia por um indicador adicionado a cultura celular. A

proliferacdo foi determinada 24, 48 e 72 horas ap0s a radiacdo. Os resultados
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mostraram que as células radiadas revelaram uma atividade proliferativa
consideravelmente maior. As diferencas foram muito significativas, 24 horas apés a
radiacdo, mas diminuiram de uma maneira energia-dependente 48 e 72 horas apos
a radiacdo. Os autores concluiram que o efeito da laserterapia nos fibroblastos ficou
evidente. Sua duragcdo, entretanto, parece ser limitada. 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.

3.3 LASERTERAPIA NO PROCESSO DE REPARO

Takeda (1988) avaliou histologicamente o efeito da laserterapia (GaAs) no
processo inicial de reparo do alvéolo apds a exodontia em ratos Wistar. Apls a
exodontia dos primeiros molares superiores direitos, o0s alvéolos foram
imediatamente radiados, no grupo experimental, por cinco minutos. Durante o
periodo de observacado, que foi de zero, dois, quatro e sete dias, 0os animais foram
radiados diariamente também por um periodo de cinco minutos. Um laser
semicondutor de GaAs foi utilizado com um comprimento de onda de A=904nm;
densidade de poténcia de 25mW/cm? e densidade de energia de 20J/cm?. Animais
nao-radiados serviram como grupo controle. Os resultados sugeriram que a radiacao
com laser ndo-ablativo teve um efeito benéfico no processo inicial do reparo do
alvéolo dentario. No periodo de observacéo zero (5 minutos apds a exodontia) nao
ocorreu diferenca no reparo entre 0os grupos; no periodo de dois dias, a proliferacdo
fibroblastica foi mais proeminente no grupo teste; no quarto dia, a formacdo de

tecido ostedide ou matriz 6ssea com ou sem ossificacdo, foi mais avancada no
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grupo teste; jA& no sétimo dia, a formacdo Ossea foi maior no grupo teste. Esta
conclusdo baseou-se nos seguintes achados: a proliferacdo de fibroblastos de
remanescentes do ligamento periodontal foi mais pronunciada nos animais radiados
e a formacdo de um trabeculado ostedide ou de osso neoformado foi vista mais

precocemente no osso radiado.

Em um estudo-piloto, Gordjestani, Dermaut e Thierens (1994), investigaram o
efeito da laserterapia no metabolismo 6sseo. Um defeito 6sseo circular foi realizado
Nos 0Ssos parietais, em seis ratos. Os animais foram divididos em dois grupos:
experimental e controle. O primeiro recebeu tratamento com laser infravermelho
(GaAs; A=904nm) no defeito do lado esquerdo, com densidade de poténcia de
33,3mW/cm?® e densidade de energia equivalente a 20J/cm? administrada
diariamente, mas nado recebeu radiacdo no defeito ésseo do lado direito. O laser
infravermelho foi escolhido devido & sua maior penetragdo nos tecidos subcutaneos,
em funcdo de sua baixa absorcdo na a4gua ou nos pigmentos da pele. O grupo
controle ndo recebeu radiagdo em ambos os lados. A escolha de um grupo
experimental e de um grupo controle baseou-se na consideragao de que a aplicacéo
do laser em uma area bem definida pode ter um efeito local e sistémico. Apds 28
dias, o metabolismo 6sseo foi avaliado por meio de cintilografia. Os resultados nao
mostraram diferenca no metabolismo 6sseo entre os lados direito (lado controle) e
esquerdo (lado experimental) no grupo controle. Os valores encontrados no grupo
experimental também ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados

com o grupo controle.
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David et al. (1996) estudaram, radiografica, biomecéanica e histologicamente,
os efeitos do laser HeNe no reparo de fraturas 6sseas em ratos. Para o estudo, 62
ratos sofreram osteotomia na tibia, bilateralmente, seguida por fixagdo interna com
fios intramedulares. As pernas direitas receberam radiagdo com laser HeNe
(A=632,8nm; 10mW) com uma dose de 0,2 e 4J, diariamente, durante duas a seis
semanas. A perna esquerda serviu como controle, ndo recebendo radiacdo. Os
resultados radiogréaficos e histolégicos ndo apresentaram melhora no processo de
reparo 6sseo. Biomecanicamente, os 0ssos radiados em dois espécimes dos grupos
teste foram significativamente mais fracos que o grupo controle. Os autores
concluiram, de acordo com os resultados obtidos, que a laserterapia com o laser

HeNe néo influenciou o reparo ésseo.

Saito e Shimizu (1997) verificaram os efeitos da laserterapia no reparo 0sseo
durante a expansao da sutura palatina em ratos (com até 6 semanas ou com 180 g
de peso médio). Um laser diodo (A=GaAlAs; 830nm) com poténcia de 100mW e
densidade de energia de 35,3J/s/lcm? foi aplicado & sutura palatina durante a
expansdo da seguinte maneira: diariamente, por um periodo de sete dias, durante 3
ou 10 minutos (dose total de 126J e 420J, respectivamente), durante trés dias com
aplicacdes de sete minutos, do primeiro ao terceiro dia ou do quinto ao sétimo dia
(dose total de 126J), e somente no primeiro dia, logo apds a cirurgia, por 21 minutos
ininterruptos (dose total de 126J). Um grupo controle foi utilizado, o qual néo
recebeu radiacdo. Os resultados foram avaliados por meio de histomorfometria
0ssea e exame histoldgico. Os resultados mostraram que o grupo com sete dias de
radiacdo apresentou uma aceleracdo significativa no processo de reparo 6sseo

guando comparada com 0s espécimes nao-radiados e que este aumento era dose-
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dependente. A radiacdo durante os periodos iniciais (dias 0 e 2) apresentou-se mais
efetiva, enquanto que nem o periodo mais longo (dias 4 e 6) nem a radiagdo em um
dia somente apresentaram qualquer efeito no reparo 6sseo. Os autores concluiram
gue a laserterapia pode acelerar o reparo na sutura palatina durante a cirurgia de
expansao rapida da maxila e que este efeito é dependente ndo apenas da dose total
de radiacdo, mas, também, do tempo e da frequéncia de radiacdo. Os autores
salientaram ainda que, embora as aplicagcdes com laser nos estagios iniciais sejam
mais efetivas na regeneracdo Ossea, 0 tratamento com laser nos periodos
posteriores pode ter um importante papel na manutencéo da atividade do processo
de reparo 6sseo. O laser diodo de GaAlAs é conhecido por apresentar uma grande
penetracdo tecidual porque a hemoglobina e a 4gua possuem um baixo coeficiente
de absorcao para ele; entretanto, o mecanismo pelo qual a radiacédo laser promove a
formacdo 6ssea ndo € completamente entendido, mas acredita-se que seja em
funcdo da diferenciacdo de osteoblastos e que estes devem possuir uma dose 6tima

especifica de radiacao para sofrer estimulacdo ou diferenciacao.

A radiacdo com laser ndo-ablativo tem sido apontada como responsavel pela
biomodulacdo no processo de reparo de fraturas 0sseas em modelos animais,
baseado em estudos morfogenéticos, bioquimicos e de microscopia eletrénica.
Luger et al. (1998) avaliaram o efeito da laserterapia no processo de reparo de
feridas utilizando métodos biomecanicos. O estudo foi realizado com dois grupos de
ratos Wistar com 25 animais cada um, os quais sofreram uma fratura na tibia,
recebendo fixagao interna. O primeiro grupo foi tratado com laser HeNe (A=632,8nm,
poténcia de 35mW), aplicado transcutaneamente por 30 minutos, diariamente,

durante 14 dias. O segundo grupo serviu como controle e ndo recebeu radiagao.
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ApO6s quatro semanas, as tibias foram removidas e tensionadas até sua fratura. A
carga maxima da fratura e a dureza estrutural da tibia foi significativamente maior no
grupo radiado. Além disso, a ndo-unido da fratura foi encontrada em quatro ratos do
grupo controle e em nenhum do grupo radiado. Os autores concluiram que o laser
ndo-ablativo desempenha um importante papel na melhora do reparo ésseo em

ratos.

Ozawa et al. (1998) analisaram os efeitos do laser ndo-ablativo em culturas
de células na proliferacdo celular, formacdo de nodulos 6ésseos, atividade da
fosfatase alcalina e na expressdo do gene da osteocalcina, utilizando células
calvarias de ratos. As células foram isoladas do feto e radiadas com o laser de
GaAlAs (A=830nm, 500mW) em varios estagios da cultura celular. A energia total
correspondente a 10 minutos de exposi¢cdo foi de 3,82J/cm®. Os pesquisadores
realizaram a radiagdo de forma pulsada, iniciada ap6s um dia da cultura e efetivada
uma vez por dia até o décimo sexto dia. Como controle, culturas de células sem
radiacdo foram utilizadas. Os autores observaram que a radiagdo com laser nos
estagios iniciais de cultura de células estimulou significativamente a proliferacéo
celular, a atividade da fosfatase alcalina e também a expressdo do gene da
osteocalcina. Além disso, a radiacdo nos estagios iniciais estimulou
significativamente a formacdo de nodulos 0sseos. Entretanto, estes efeitos nao
puderam ser encontrados apos 21 dias. Os investigadores concluiram que a
radiacdo laser pode ter dois papéis principais na estimulacdo da formacéo 6ssea.
Um é a estimulacdo da proliferacdo celular em um estdgio inicial, o outro é a
estimulacdo da diferenciacdo celular, resultando em um aumento no namero de

osteoblastos diferenciados e em um aumento na formacdo 6ssea. Ambos os papéis
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podem ser exibidos pelo laser somente em células imaturas, mas ndao em
osteoblastos maduros. As propriedades da radiacdo laser ndo agem na
osteossintese por si s6, mas geram uma série de condigdes ambientais que
aceleram o processo de reparo 6sseo. Entretanto, o mecanismo regulador da

laserterapia ainda néo foi completamente elucidado.

Dortbudak, Haas e Mailath-Pokorny (2000) pesquisaram o efeito do laser
diodo (A=690nm) em culturas de osteoblastos de ratos. Trés grupos, com 10 culturas
cada um, foram radiados trés vezes com um laser diodo (A=690nm), por um periodo
de 60 segundos, com uma dose de 1,6J/cm? por aplicacdo, de forma pulsada.
Outros trés grupos, com 10 culturas cada um, foram utilizados como grupos controle.
O método da fluorescéncia com tetraciclina foi utilizado para comparar o crescimento
0sseo nos espécimes apos um periodo de 8, 12 e 16 dias. Os resultados mostraram
gue todas as culturas radiadas apresentaram um depadsito 6sseo significativamente
maior que 0s grupos controle, o que levou a concluir que a radiacdo com laser diodo

nao-ablativo ter efeito bioestimulador nos osteoblastos in vitro.

O corte traumatico ou cirdrgico de um osso longo é imediatamente seguido
por uma sequéncia de processos reparadores nos quais as células osteogénicas do
periosteo comecam a proliferar e a diferenciar-se em osteoblastos. Freitas,
Baranauskas e Cruz-Hofling (2000) analisaram a influéncia do laser HeNe na
osteogénese apos fratura cirdrgica controlada em ratos Wistar, com inicio de terapia
24 horas apoOs a cirurgia. Os animais foram separados em trés grupos, de acordo
com as doses de radiacdo. Apos radiacdes diarias, os espécimes foram mortos, no

oitavo e no décimo quinto dias pdés-operatorios. As tibias contralaterais nao

35



receberam radiagcéo e serviram como controle. Através de microscopia eletrénica e
optica, os autores observaram que a laserterapia, com doses de 31,5J/cm? e
94,7J/cm?, resultou na formacao de trabeculado 6sseo mais espesso, indicando uma
maior sintese de fibras colagenas. Entretanto, a dose de 3,15J/cm? ndo apresentou
diferenca aparente entre 0s grupos experimental e controle. A laserterapia néo
somente diminuiu o periodo de todo processo de reparo como também produziu
uma maior area de reparo 6sseo. O mecanismo biologico relacionado com este
processo ainda ndo esta bem definido. A hiptese mais provavel € que a energia
laser possa excitar as porfirinas e o0s citocromas (0s quais sdo cromoforos
intracelulares), promovendo, desta maneira, uma maior atividade celular,

aumentando a concentracéo de ATP, ALP e liberando célcio.

Kawasaki e Shimizu (2000) investigaram o efeito da laserterapia na
velocidade da movimentacédo dentaria e na remodelagcdo 6ssea durante movimento
ortoddntico experimental em ratos, utilizando o laser GaAlAs, com comprimento de
onda de A=830nm e poténcia continua de 100mW. Assim, procederam as radiagdes
diariamente, durante nove minutos, por um periodo de 13 dias, com uma dose diaria
de 35,3W/cm?. Os efeitos do laser foram avaliados quantitativamente pela estimativa
da quantidade de movimento dentario e pela formagcédo déssea, bem como pelo
nuamero de antigenos de proliferacdo do nucleo celular (PCNA), no lado da tenséo, e
pelo nimero de osteoclastos, no lado da compresséo. Os resultados revelaram que,
no grupo radiado com laser, a quantidade de movimentacdo dentaria foi
significativamente maior do que no grupo controle (sem radiacdo) no final do
tratamento. A quantidade de osso formada e a taxa de proliferagdo celular, no lado

da tensdo, assim como o numero de osteoclastos, no lado da pressédo, foram
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significativamente maiores no grupo experimental, quando comparados com o
controle. Os autores concluiram que o laser de GaAlAs estimula 0 movimento
dentério, o qual é acompanhado por uma aceleracdo na remodelacdo do 0sso
alveolar, indicado pelo aumento no nimero de osteoclastos, pela proliferacao celular

do ligamento periodontal e pela formacé&o de osso mineralizado.

Kucerova et al. (2000) avaliaram o efeito de diferentes frequéncias da luz
laser (diodo, A=670nm e HeNe, A=632,8nm) no processo de reparo apds a extracao
de molares em humanos, utilizando frequéncias de cinco, 292 e 9000Hz no
experimento; a densidade de energia empregada para todos os grupos foi de
1,5J/cm?. O periodo de radiacdo foi de quatro dias para todos os grupos, com
excecao do grupo controle que nédo recebeu tratamento com laser. A monitorizagéo
do nivel da IgA secretora e da albumina na saliva e as alteracbes na densidade
ossea foram utilizadas como marcadores do efeito da bioestimulacdo 6ssea. Para a
avaliacdo do desconforto pOs-operatorio, prepararam um questionario especial com
uma escala da sensacdo poés-operatoria. Os resultados revelaram uma diferenca
significativa nos niveis dos marcadores salivares (sIgA e albumina) entre 0s grupos
radiados e o grupo controle. Observaram diferengas significativas nos sentimentos
subjetivos durante o tratamento. A densidade éssea, apds a exodontia e depois de
seis meses do tratamento foi examinada por meio de radiografias digitais. Nenhuma
diferenca significativa foi detectada entre a densidade éssea entre 0s grupos
radiados e controle. Os autores concluiram que a laserterapia melhora subjetiva e
objetivamente o processo de reparo apds exodontias, podendo ser recomendada

como um método de escolha clinica.
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O reparo tecidual € um processo complexo que envolve respostas locais e
sistémicas. O uso da laserterapia para o reparo de feridas tem sido apontado como
efetivo na modulacdo da resposta tanto local como sistémica. Normalmente, o
processo de reparo do 0sso € mais lento que o dos tecidos moles. Os efeitos do
laser ndo-ablativo no osso ainda sdo controversos, pois estudos tém mostrado
resultados diferentes. Pinheiro et al. (2001) avaliaram morfologicamente a
neoformacdo 6éssea apods a radiagcdo com laser de 830nm em feridas cirirgicas
criadas em fémur de ratos. Quarenta ratos Wistar foram divididos em quatro grupos:
grupo A (12 sessdes, 4,8J/cm? por sessdo, 28 dias); grupo C (3 sessdes, 4,8J/cm?
por sessdo, sete dias). Os grupos B e D serviram como controle nao-radiados.
Quarenta e oito horas apos a cirurgia, os defeitos dos grupos experimentais foram
radiados transcutaneamente com um laser diodo de 830nm e 40mW, com uma dose
total de 4,8J/cm® As radiacdes foram realizadas trés vezes por semana. A
morfometria computadorizada mostrou diferenca significativa entre as areas de
mineralizagdo 0ssea nos grupos C e D. N&o houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos A e B (28 dias). Em uma segunda investigacédo, foi
determinado o efeito da laserterapia no reparo 0sseo apos a insercao de implantes.
Dez cées foram divididos em dois grupos de cinco animais, 0s quais receberam o0s
implantes. Dois animais de cada grupo serviram de controle. Os animais foram
radiados trés vezes por semana, por duas semanas, com um laser diodo (A=830nm;
40mW) com uma dose total de 4,8)/cm? por sessdo e uma dose de 1,2J/cm? por
ponto. Os animais foram mortos aos 45 e 60 dias apds a cirurgia. Os resultados da
microscopia eletrébnica de varredura mostraram um melhor reparo ésseo apds a
radiacdo com o laser diodo de 830nmm. Os autores ressaltam que tais achados

sugerem que a utilizacdo do laser ndo-ablativo (830nm) melhora significativamente o
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reparo 6sseo nos estagios iniciais, concluindo, pois, que a laserterapia pode

aumentar o reparo 0sseo nos estagios iniciais do processo.

Torricelli et al. (2001) avaliaram, in vitro, o efeito bioestimulador do laser
GaAlAs na cartilagem 6Ossea. Para o estudo, culturas de condrécitos derivadas de
cartilagem humana e de ratos foram expostas ao tratamento com laser, utilizando os
seguintes parametros: 300J, 1W e 100 ou 300Hz (grupo A e B, respectivamente). As
aplicagbes foram realizadas por 10 minutos, diariamente, por cinco dias
consecutivos. O grupo controle ndo recebeu tratamento com laser. Os resultados
mostraram um efeito positivo na bioestimulacdo da proliferacdo celular em relagcéo
ao grupo controle. O aumento na viabilidade de condrdcitos radiados foi mantido por
cinco dias apos o término das radiacdes. Para os autores, os resultados obtidos no
estudo contribuem como base para a utilizacdo racional do laser, com os parametros

avaliados, tanto experimental quanto clinicamente.

A laserterapia tem sido apontada como capaz de modular varias respostas
biolégicas afetadas por alguns fatores envolvidos com o modo da radiacdo, tais
como: dose total de energia, espectro do laser, densidade de poténcia e fase de
radiacdo. A fim de aplicar a terapia laser ao uso clinico, as propriedades e os efeitos
biolégicos do laser devem ser precisamente elucidados e desenvolvidos modos mais
efetivos de radiacdo, assim como métodos de aplicacdo mais faceis de usar. Ueda e
Shimizu (2001) avaliaram o efeito de diferentes frequiéncias de pulso do laser na
formacdo de nodulos 6sseos, em osteoblastos de células calvarias de ratos. As
células foram radiadas uma unica vez com laser GaAlAs (A=830nm, 500mW), com

dois protocolos distintos de radiacdo: continuo e pulsado (1Hz). A energia total foi de
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3,84J/cm?, para ambos os grupos. Os autores avaliaram os efeitos na proliferacdo
celular, formacgdo de nddulos ésseos, atividade da fosfatase alcalina e na expressao
génica da fosfatase alcalina. Em ambos os grupos, todas essa varidveis mostraram-
se estimuladas, quando comparados com o grupo controle ndo-radiado. A radiacéo
na forma pulsada estimulou mais acentuadamente todos estes fatores, quando
comparado com o grupo de laser continuo. Os autores chegaram a concluséo que a
radiacdo com o laser pulsado de baixa frequiéncia (1Hz) estimulou mais a formagéao
0ssea, in vitro, quando comparada com a radiacdo continua. Embora a capacidade
estimuladora da radiacdo laser seja influenciada por fatores como dose total de
energia, espectro da luz, densidade de poténcia e fase de radiacdo, o modo pulsatil
da radiacdo do laser ndo-ablativo deve ser considerada um fator que influencia a

resposta biologica.

Dortbudak, Haas e Mailath-Pokorny (2002) avaliaram os efeitos da
laserterapia em ostedcitos e também na reabsorcédo 0ssea em sitios de implantes,
em cinco macacos babuinos machos. Quatro lojas foram realizadas, em cada crista
iliaca, para acomodar os implantes. Os sitios do lado esquerdo foram radiados com
laser de A=690mm, com 1mW de poténcia, durante um minuto (6 joules),
imediatamente apos a inser¢ao dos implantes. Apds cinco dias, os resultados foram
analisados histologicamente. Os resultados mostraram que o0 numero de
osteoclastos viaveis era maior nas amostras dos grupos submetidos a radiacéo laser
imediatamente ap6s a colocacdo dos implantes em comparagdo com 0 grupo
controle, sugerindo uma maior quantidade de osso vital presente na area radiada do
gue nas areas ndo-radiadas. A reabsorcao 6ssea, em contraste, ndo foi afetada pela

laserterapia. Os autores concluiram que a radiacao laser pode ter efeitos positivos
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na integracdo de implantes e que é possivel o processo de reparo ser acelerado por

meio de tal processo.

Silva Junior et al. (2002) estudaram morfometricamente a quantidade de 0sso
neoformada apés a radiacdo com laser GaAlAs em feridas cirtrgicas em fémur de
ratos. Nesse estudo, 40 ratos foram divididos em quatro grupos, com 10
representantes cada, da seguinte maneira: grupo A (12 sessbées, 4,8J/cm?® por
sessdo, periodo de observacdo de 28 dias); grupo C (3 sessdes, 4,8J/cm? por
sessao, periodo de observacao de sete dias). Os grupos B e D serviram como
controle, ndo recebendo radiacdo. A morfometria computadorizada mostrou uma
diferenca significativa entre as areas de 0sso mineralizado nos grupos C e D. Nao
houve diferenca entre o grupo A e B. Os autores concluiram que, em tais condi¢des
experimentais, a terapia com laser ndo-ablativo com 830nm melhora o reparo 6sseo

nos estagios iniciais.

Nicola et al. (2003) avaliaram a atividade de células Osseas apés a
laserterapia proxima ao sitio da lesdo 6ssea. Para o estudo, foram realizados
defeitos 6sseos em fémures de 48 ratos. Os animais foram divididos em dois grupos:
um experimental, com 24 ratos, e um grupo controle, o qual ndo recebeu radiacéo,
também com 24 animais. O grupo experimental foi radiado com o um laser GaAlAs
(L6601 m, 10Jcm?) no segundo, quarto, sexto e oitavo dias apds a cirurgia. Os
resultados foram avaliados por meio de histomorfometria 6ssea. Segundo os
autores, a atividade celular foi maior no grupo radiado, quando comparado ao

controle, concluindo que a laserterapia aumenta a atividade nas células Osseas,
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tanto na reabsor¢cdo quanto na formacgdo, ao redor do sitio de reparo, sem,

entretanto, alterar a estrutura éssea.

Weber et al. (2006) avaliaram histologicamente o efeito da LLLT (A 830 nm;
50 mW; 10 J/cm? no processo de reparo de defeitos 6sseos associados com
enxerto ésseo autdgeno. Os ratos foram divididos em quatro grupos: (G1) controle;
(G2) LLLT no leito cirargico; (G3) LLLT no enxerto e (G4) LLLT no enxerto e no leito
cirdrgico. Os resultados mostraram que a laserterapia aplicada no trans-operatorio
no leito cirurgico (G2 e G4) permitiu remodelamento ésseo qualitativa e
guantitativamente mais evidente do que quando comparada aos grupos G1 e G3. Os
autores concluiram que o LLLT tem efeito biomodulador positivo quando aplicado no

leito operatério no trans e poés-operatorio.

Blaya et al. (2008) realizaram estudo para avaliar a propriedade
bioestimuladora do laser ndo ablativo aplicado sobre cavidades feitas em fémur de
ratos. Os 18 ratos foram divididos, de modo randomizado, em trés grupos contendo
6 animais cada: grupo | - controle - sem irradiacdo; grupo lI: teste que teve aplicacéao
de laser infra-vermelho (GaAlAs); e o grupo lll: teste com irradiacdo de laser
vermelho (InGaAlP). Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos de acordo com o
tempo de andlise (15, 30 e 45 dias). Os resultados revelaram neoformacao 6ssea
maior nos grupos testes até 21 dias de poés-operatério. Aos 30 dias, a formacao
0ssea do grupo controle ja se fazia similar aos demais grupos. Os pesquisadores
concluiram que tanto o laser vermelho quanto o infra-vermelho aplicados (10J/cm?)

aumentaram significativamente a neoformacéo éssea.
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Rodrigo et al. (2009) estudaram o efeito sistémico e o processo de reparo de
feridas produzidas em ratos e tratadas com aplicacédo de laser vermelho e infra-
vermelho. Foram utilizados 36 ratos divididos em 4 grupos (controle; laser vermelho;
laser infra-vermelho e ambos). Em todas espécimes foram realizadas trés feridas
com 1 cm de diametro, separadas por 7 cm uma da outra. Cada grupo foi dividido
em trés subgrupos de acordo com o periodo de observacao (3, 5 e 7 dias de pos-
operatorio). As aplicacbes foram realizadas a cada 48 horas, sendo a primeira
realizada imediatamente apos o procedimento cirdrgico. O efeito sistémico do laser
foi observado, no local mais distante do ponto de aplicacdo, no terceiro dia pés-
operatoério. Os autores concluiram que a combinacdo dos lasers resulta no efeito

sistémico mais evidente no reparo de feridas produzidas em ratos.

De acordo com Campanha et al. (2010), o laser de baixa intensidade
(GaAlAs) promove a osteointegracdo de implantes, com baixa estabilidade inicial,
guando aplicado em estagios iniciais do processo de reparo 0sseo. Os autores
realizaram um estudo, através da colocacdo de implantes com baixa estabilidade
primaria, na tibia de 30 coelhos. Esses animais foram divididos em 2 grupos: com e
sem aplicacao de laser. Cada grupo foi subdividido em 3 subgrupos, de acordo com
0 tempo em que as espécimes foram mortas. Os resultados revelaram um aumento
significativo no torque de remog¢éo do grupo com implantes irradiados nos periodos

de 15 e 30 dias, quando comparados ao grupo controle.
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3.4 BISFOSFONATOS

Em uma pesquisa realizada por Liberman (1995), mulheres com osteoporose
recebendo alendronato tiveram significativo aumento progressivo na densidade
O0ssea mineral em todas areas do esqueleto. Enquanto aquelas que receberam
placebo, apresentaram diminuicdo da densidade. A ocorréncia de novas fraturas
vertebrais foi determinada pela analise de radiografias digitais. O autor concluiu que
0 uso do alendronato diariamente aumenta progressivamente a massa 0ssea,

coluna e em todo corpo, e reduz a incidéncia de fraturas vertebrais.

Gandrud et al. (2003) foram aplicadas baixas doses de Pamidronato
(Img/Kg), com administracdo endovenosa, em intervalos trimestrais, em 11 criancas
com osteoporose. Os autores associaram o uso da medicacdo com diminuicdo de
fraturas e aumento da area e volume da densidade Ossea mensurada. Ainda
referiram febre, dor muscular, nausea e fadiga como efeitos adversos ocorridos,

geralmente, apds a primeira administracado do farmaco apenas.

Marx (2003) publicou um estudo informando a ocorréncia de osteonecrose em
pacientes fazendo uso de bisfosfonatos. De 36 pacientes, 24 estavam fazendo uso
de pamidronato 90 mg com administragdo endovenosa mensal; seis estavam
fazendo uso de Zolendronato apds terem recebido pamidronato; e seis estavam
recebendo apenas zolendronato 4 mg endovenoso mensalmente. Vinte e dois
pacientes estavam recebendo dexametasona, 24 mantinham a quimioterapia e

guatro tinham historia de radioterapia. Em 28 pacientes ocorreu a exposi¢cao 0ssea,
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parecendo ter como fator desencadeante a exodontia prévia; entretanto, oito
pacientes manifestaram a lesdo espontaneamente. Nos 36 casos, a exposi¢ao foi
restrita aos 0ssos maxilares. Da mesma forma, nenhum caso com exposi¢cao 6ssea
em outros 0ssos tinha sido descrito na literatura. As lesdes que ocorreram
espontaneamente foram justificadas pela espessura fina da mucosa na regido onde
ocorreram — superficie lingual da regido posterior da mandibula. Os autores
concluiram que o tratamento odontoldgico preventivo, o uso de préteses dentarias
com materiais macios, e a nao colocacéo de implantes pareciam condutas prudentes
para evitar o estabelecimento dessa lesdo de dificil tratamento. O controle da
osteonecrose foi obtido através de tratamentos com antibidticos, anti-sépticos e

cirurgias.

Ruggiero et al. (2004) realizaram uma revisdo de 63 casos de pacientes que
apresentaram osteomielites associadas ao uso de bisfosfonatos entre Fevereiro de
2001 e Junho de 2003. Desses pacientes, 56 receberam BPs endovenoso e apenas
7 receberam via oral. Vinte e quatro pacientes apresentaram envolvimento do 0sso
maxilar, enquanto quarenta apresentaram envolvimento mandibular. Apenas nove
pacientes nao tiveram histéria de procedimento dento-alveolar prévio; entretanto,
apresentaram exposicado 6ssea espontanea e necrose do 0sso alveolar. Ao exame
microscopico, todas amostras continham 0sso necrético associado a bactérias e
tecido de granulacdo. Os autores julgam necessario maiores esclarecimentos para o
entendimento da patogénese desse processo, apesar desse estudo servir para
alertar clinicos sobre a potencial complicacdo de necrose associada a pacientes

fazendo uso de BPs.
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Bisfosfonatos sdo medicamentos que alteram o0 metabolismo Gsseo,
aumentam a massa 0ssea, e diminuem o risco de fratura, bem como tém uma
importante funcdo no tratamento de diversas desordens que afetam o tecido 6sseo
como osteoporose e hipercalcemia associada a disseminacdo 6ssea de neoplasias
malignas - especialmente mieloma multiplo e céncer metastético para o 0sso.

(LICATA, 2005).

Segundo uma revisado de literatura feita por Fernandes, Leite e Lancas (2005),
os Bisfosfonatos (BPs) formam uma classe de substancias quimicas que apresenta
uma ligacdo P — C — P em sua estrutura, e agem como inibidores da reabsorcéo
O0ssea, mediada pelos osteoclastos. Sdo analogos quimicos da substancia
endogena, denominada acido pirofosférico, que no organismo se encontra como
pirofosfato, um inibidor natural da reabsorcdo Ossea. Entretanto, essa substancia
ndo pode ser usada como agente terapéutico no tratamento de doencas Osseas,
pois sofre uma rapida hidrolise enzimética. Os BPs que contém nitrogénio em sua
cadeia lateral sdo mais potentes. A substituicdo do atomo central de oxigénio por um
de carbono faz com que os BPs sejam mais resistentes a degradacdo enzimatica.
Diferentes substituintes ligados ao carbono central ddo caracteristicas Unicas para
cada farmaco. O grupo R1 fornece a afinidade dos BPs aos cristais 6sseos,
engquanto o grupo R2 é responsavel pela poténcia e atividade farmacol6gicas. Por
causa dessa diferenca de poténcia entre esses farmacos, suas doses clinicas
também diferem acentuadamente. A adicdo de um grupo hidroxila na posicédo 1
aumenta a capacidade anti-reabsortiva. Derivados com um grupo amino Sao

extremamente ativos. Além disso, o comprimento da cadeia lateral € muito
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importante. Os alimentos causam diminui¢cdo na absor¢cdo do quimico, devendo esse
ser administrado 30 minutos antes da refeicdo. A excrecdo renal € a Unica rota de
eliminacao dos BPs. Apds a administracdo endovenosa, se ligam ao 0sso e sé séo
liberados quando o tecido 6sseo é reabsorvido. Esses farmacos tém se mostrado
ativos sobre o metabolismo de varios protozoarios, podendo ser utilizado no

tratamento de doencas de Chagas, Leishmaniose visceral, malaria e toxoplasmose.

Marx et al. (2005) realizaram uma revisao verificando a relacdo de pacientes
gue tiveram exposicdo 6ssea com o0 uso de BPs. De 119 pacientes, 32 receberam
pamidronato (Aredia), 48 receberam zolendronato (Zometa), 36 receberam Aredia e
posteriormente Zometa, e trés receberam alendronato (Fosamax). A maioria dos
pacientes estava recebendo tratamento para mieloma mdultiplo, cancer de mama e
prostata; apenas trés recebiam o BPs para tratamento de osteoporose. Exodontias,
progressao da doenca periodontal, cirurgia periodontal, implantes e tratamentos
endodonticos foram os eventos principiantes para ocorréncia da necrose na maioria
dos casos; 25% dos pacientes fizeram a exposicdo 0ssea espontaneamente. Os
autores concluiram que os fatores locais sdo de extrema importancia e se forem
controlados prévio a terapia medicamentosa podem diminuir a incidéncia de
necrose. A nao realizacdo de procedimentos cirlrgicos odontologicos pode evitar o

desenvolvimento da osteonecrose.

Segundo Suzuki et al. (2006), os BPs inibem lipopolisacarideos, os quais
induzem a diferenciacdo osteoclastica, fuséo, ligacdo, acdo e ativacdo. Os autores

revelam que as moléculas de adeséao celular tém importante fungcdo no crescimento
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do esqueleto. Essas moléculas, tais como: osteopontina e integrina B3 receptor
estdo envolvidas na diferenciagdo osteoclastica, migracdo para regides de
reabsorcdo, fusdo de células precursoras osteoclasticas pos-mitose, polarizacédo
celular e formagcdo da zona de denso selamento para a reabsorcdo através da

migragao.

De acordo com a revisdo de literatura realizada por McClung (2006), os
bisfosfonatos sdo inibidores potentes da atividade osteoclastica, que reduzem o
turnover 6sseo e restabelecem o balanco entre a reabsorcédo e a formacao 6ssea.
Doses orais intermitentes e administracdo intravenosa sao mais convenientes do
gue o esquema original de doses diarias. Essas drogas sdo geralmente bem
toleradas e tém um excelente perfil de seguranca, no qual efeitos colaterais sérios
sdo incomuns. A meia vida residual é longa (anos) no tecido 6sseo. Nos pacientes
com osteoporose, em poucos meses do inicio da terapia medicamentosa, observa-
se uma diminuicdo clinica relevante na incidéncia de fraturas. Os efeitos colaterais
gatro-intestinais sdo geralmente atribuidos aos BPs. A osteonecrose dos maxilares
tem sido relatada como outro efeito colateral ocorrido também apds procedimentos
odontoldgicos invasivos ou trauma. Orienta-se que 0s pacientes tenham uma rotina
de cuidados dentarios. Os Bisfosfonatos tém sido uma importante indicacdo para

prevencdo e tratamento de varias formas de osteoporose.

No estudo de casos realizado na Italia no periodo de 2004 a 2006, foram
relatados vinte e nove pacientes, entre 45 e 83 anos, recebendo terapia

medicamentosa com pamidronato seguidos por zolendronato (11 pacientes);
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zolendronato apenas (15 pacientes) e alendronato (trés pacientes). O pamidronato
90mg foi administrado endovenoso por duas a quatro horas a cada quatro semanas;
0 zolendronato foi aplicado por infusdo durante 15 minutos com intervalos de quatro
semanas; e o0 alendronato 70mg foi administrado via oral semanalmente. As
administracdes foram feitas para tratamento de mieloma multiplo, metastase 6ssea e
osteoporose. Nenhum paciente foi tratado com corticdide, Quatorze pacientes
realizaram exodontias prévias no mesmo local onde ocorreu a necrose. O tempo
decorrido entre o procedimento odontoldgico e o desenvolvimento da osteonecrose
variou entre um més e um ano. Um paciente removeu um implante onde a
osteonecrose ocorreu. Ao exame clinico, observou-se uma lesdo ulcerada com
exposicdo Ossea. Histologicamente, osteite necrética associada a infiltrado de
linfocitos e granuldcitos. De acordo com as caracteristicas clinicas, foi aplicado um
tipo de tratamento: terapia medicamentosa associada ou nao a terapia cirargica com
ou sem bioestimulacdo com aplicacdo de laser Nd:YAG. As terapias aplicadas
promoveram sucesso parcial, em especial quando o laser foi utilizado. Os autores
concluiram que todo paciente que recebe BPs deveria ser encaminhado ao dentista
para uma avaliacao cuidadosa, e que cirurgias em maxilares ndo sdo recomendadas

nesse periodo (MERIGO et al., 2006).

A Associacao Americana de Cirurgia Oral e Maxilofacial (2007) estabeleceu
critérios para o diagnostico de osteonecrose incluindo: (1) tratamento prévio com
Bisfosfonato; (2) exposicao 0ssea persistente por mais de 8 semanas; (3) nenhuma
histéria de radioterapia prévia. Entretanto, em 2009 foi feita uma revisao para incluir

pacientes com o estagio zero da doenca, caracterizado por nenhuma evidéncia de
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necrose 6ssea, mas com: (1) sintomas inespecificos como dor ou odontalgia ndo
explicadas por causas odontogénicas; (2) achados clinicos incluindo perda dentaria
nao justificada por doenca periodontal crénica e / ou fistula periodontal / periapical
ndo asociada a necrose pulpar ou (3) achados radiogréficos incluindo perda éssea
ndo atribuida a doenca periodontal crbnica, alteracdo Ossea trabecular, e nédo

remodelamento 0sseo persistente em areas de exodontia.

A osteonecrose dos maxilares € uma complicacdo muito discutida na
literatura. Apesar da forte relagcéo clinica entre a necrose e a terapia com os BPs, a
causa definitiva ainda ndo € bem esclarecida. Estudos clinicos deixam claro que séo
necessarias maiores investigacdes para avaliar os fatores de risco e a incidéncia
desse problema na populacdo de risco. Em adicdo, é necessario elucidar os
mecanismos celular, molecular e genético envolvidos nesse processo. E ainda, seria
ideal desenvolver um modelo animal com o processo da doenca para estabelecer
critérios de tratamento desse efeito colateral — osteonecrose. A eficacia dessa
medicacdo no tratamento e prevencdo de complicacdes no tecido ésseo associadas
com osteoporose e metastases 0sseas tem um impacto positivo para esses
pacientes e é responsavel pelo extenso uso na medicina. (RUGGIERO; DREW,

2007).

Vescovi et al. (2007) consideram a aplicacédo de laser Nd:YAG com potencial
para aumentar o controle sobre a osteonecrose em maxilares. Nesse estudo clinico,
os pacientes forma divididos em 4 grupos: (1) tratados somente com medicacao

(antibiéticos com ou sem antimicoticos); (2) tratados com medicamento e cirurgia
50



(sequestrectomia e curetagem déssea); (3) tratados com medicamentos e laser; (4)
tratados com terapia medicamentosa, cirurgica e aplicacao de laser. Foi considerado
sucesso a auséncia de sinais de infecgéo, sintomatologia dolorosa, fistulas orais ou
cuténeas e reparo da mucosa sobre o tecido 6sseo. O reparo completo ocorreu em
apenas um dos trés pacientes tratados somente com medicagdo; e em ambos
tratados com a associacdo do laser. De sete pacientes tratados com antibiético e
cirurgia, trés tiveram completo reparo; ao passo que, dos sete que tiveram
associacdo de antibidtico, cirurgia e aplicacdo de laser, seis cicatrizaram
completamente. Os autores observaram que o uso do laser, com propriedade
bioestimulante, melhorou os sinais clinicos do paciente que desenvolveu a

osteonecrose.

Bezerra (2007) estudaram as possibilidades medicamentosas para tratamento
das reabsorcdes externas pos-traumatismo dental. Revisaram e discutiram a
literatura que indica o uso da medicacao de duas formas apds a avulsdo dentaria:
imergindo o dente avulcionado em solugdo contendo BP antes do reimplante, ou
utilizando-o como medicacao intracanal. Atualmente, existem medicacdes eficazes
para o tratamento de reabsor¢des inflamatérias, entre elas: hidroxido de célcio, a
associacdo de corticoide-antibidtico e a calcitonina. Quanto as reabsorcbes
substitutivas, nenhum tratamento mostra-se totalmente eficaz. Os autores, entéo,
verificaram que os BPs sdo medicamentos promissores na tentativa de controle

dessas reabsor¢des do tipo substitutivas.
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Mori et al. (2007), testaram o alendronato como medicagéo intracanal em
dentes de ratos avulsionados que tiveram reimplante tardio. Observaram que, tanto
os dentes tratados com bisfosfonato como os tratados com pasta de hidréxido de

célcio, nao revelaram reabsorcéo radicular ap6s 60 dias do procedimento.

Um estudo realizado por Kumar, Meru e Sedghizadeh (2008), avaliou
pacientes da Faculdade de Odontologia da Universidade do sul da Califérnia, no
periodo de Outubro de 2005 a Abril de 2007, que desenvolveram osteonecrose nos
maxilares apOs receberem terapia medicamentosa com BPs. Inicialmente, os
pacientes receberam BPs para tratamento de mieloma multiplo (2), cancer de mama
(1), cancer de prostata (1) e osteoporose (9). Os bisfosfonatos com nitrogénio foram
administrados EV ou via oral. Os pacientes desenvolveram necrose 6ssea apés
terem sido submetidos ou néo a procedimentos odontoldgicos: trauma crénico por
protese total (6), exodontia (6) e ambos (1). A necrose como efeito adverso do uso
dessa medicacédo é, clinicamente, similar a osteonecrose induzida por radioterapia
ou osteomielites, manifestando Ulceras na mucosa bucal e sequestro 6sseo. Os
autores concluiram que os BPs tém terapéutica benéfica significante, o que justifica
sua indicagcao e uso. Entretanto, complicagbes como osteonecroses podem ser
esperadas de acordo com a dose e duracdo da terapia. Tratamento de infeccdes
dentérias e periodontais, e manuten¢do de higiene bucal sdo fundamentais antes do

inicio da terapia medicamentosa, buscando prevenir essa importante complicagéo.

A osteonecrose dos maxilares deve ser relacionada a combinacdo de fatores

gue alteram o metabolismo 0sseo, que quando combinados com BPs, aumentam o
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risco de necrose. Uma revisdo de literatura para identificacdo de casos de
osteonecrose de maxilares em individuos recebendo bisfosfonatos foi realizada.
Todos pacientes receberam essa terapia por uma indicacdo diferente do cancer.
Nesse estudo se observou que entre aqueles que desenvolviam necrose, a maioria
tinha condicdo sistémica alterada e fazia uso de outras medicagbes (HESS et al.,

2008).

Abu-ld et al. (2008) avaliaram um total de 82 pacientes fazendo uso de
bisfosfonatos de 17 centros diferentes onde 78 desenvolveram osteonecrose.
Observaram que 94,9% tinham recebido a medicacédo endovenosa para tratamento
de condi¢des malignas, 3,8% por osteoporose e 1,3% para tratamento da doenca de
Paget. Desses pacientes, 46,2% desenvolveram osteonecrose de maxilares (ONJ)
espontaneamente, enquanto os demais (53,8%) tiveram osteonecrose apdés uma
intervencao cirdrgica. Os pacientes com cancer estavam realizando quimioterapia.
10% dos pacientes eram diabéticos e 11% fumantes regulares. Os autores
concluiram que pacientes com desordens malignas recebendo BPS endovenosos, e
/ ou com histéria de quimioterapia, radioterapia ou uso corrente de esterdides séo
pacientes de alto risco para desenvolvimento de necrose. E, uma vez identificado
um paciente de alto risco, esse deve sofrer uma avaliacdo dentaria rigorosa para
evitar procedimentos invasivos apos inicio da terapia com BPS. Nesse estudo, os
pesquisadores classificaram os pacientes de baixo risco como sendo aqueles que
recebem bisfosfonato via oral e ndo tém histéria de quimioterapia ou radioterapia

prévia.
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Sedghizadeh (2008) realizou estudo para identificar o biofiilme microbiano da
osteonecrose em maxilares secundaria ao uso de BPs. Amostras de osso de
pacientes com a doenca foram avaliadas através de técnicas histopatoldgicas
convencionais e microscopia eletronica de varredura. A variedade morfolégica
estendeu-se de 2 a 15 tipos; e eles incluiram espécies de fusobacterium, bacillus,
actinomyces, staphylococcus, streptococcus, selemonas e trés tipos de treponemes.
A co-agregacdo foi observada entre as diferentes espécies do biofilme. Os autores
concluiram que os organismos identificados sdo coerentes com a microbiota da
cavidade bucal, particularmente durante processos patoldégicos como doenca
periodontal, pulpar, periapical e fungica. Considerando a capacidade bacteriana em
causar a perda Ossea patolégica, os autores concluiram que, além da implicacédo
clinica e terapéutica, o biofilme microbiano tem importante fungcdo no processo da

osteonecrose.

Regev, Lustmann e Nashef (2008) descreveram uma técnica de extracdo
dentaria com menor trauma possivel ao tecido 6sseo. E um procedimento que causa
destruicéo ao ligamento periodontal e extrusdo dentéria. E realizada através do uso
de uma banda adaptada na porgéo cervical do dente e, que € deslocada em direcao
apical progressivamente. Segundo esses autores, das 21 raizes, de 10 pacientes,
gue foram extraidas por essa técnica apenas trés nao tiveram sucesso, 0 que torna
esse procedimento recomendado para ser usado em pacientes fazendo uso de BPs.
Desses 10 pacientes submetidos a essa técnica, oito pacientes tinham recebido a
medicacdo para tratamento de cancer de mama e mieloma mdultiplo; dois pacientes

tinham realizado tratamento para osteoporose por 10 anos. Os autores concluiram
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gue essa técnica de extracdo atraumatica é ideal para ser usada em pacientes
recebendo terapia medicamentosa com BPs, podendo prevenir o estabelecimento

da osteonecrose.

Segundo Santos et al. (2008), a etiopatogenia da osteonecrose continua em
investigacdo, mas a relacédo entre o uso de BPs e o desenvolvimento de necrose
O0ssea em tecidos bucais apds a manipulacédo ou trauma tem ficado cada vez mais
evidente. A doenca de base do paciente ndo parece influenciar tanto quanto o tipo, a
dose e o tempo da administracdo do farmaco. Uma vez estabelecida a necrose, 0
tratamento referido na literatura é muito variavel; mas seu tratamento tem como
consenso uma abordagem multiprofissional. A suspensédo ou substituicdo dos BPs

devera ser bem avaliada quanto ao custo — beneficio no bem estar do paciente.

Vescovi et al. (2008) descreveram 28 casos de pacientes que desenvolveram
a osteoncrose e foram tratados com laser Nd:YAG associado ou ndo a antibidtico
terapia e cirurgia. Os resultados mostraram melhora clinica completa em nove dos
14 pacientes tratados com laser biomodulador. Considerando sucesso clinico, a
auséncia de sensibilidade ou sintomas de infeccdo, nenhuma exposicdo 6ssea ou
fistula ativa, os autores concluiram que o laser tem potencial para controle da

necrose.

Jakobson et al. (2008), verificaram melhora da fixagdo biomecéanica e

osteointegracdo do implante apés aplicacdo local de alendronato na regido
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manipulada. Os pesquisadores realizaram a colocagdo de implantes em tibia de 10

cées, bilateralmente, sendo um lado sem medicagéo (grupo controle).

O &acido zolendrdnico tem sido indicado para tratamento de osteoporose. Em
uma pesquisa realizada em 2009 por Mclung et al. (2009), os autores observaram
gue o Zolendronato 5mg, aplicado endovenoso - em doses anuais ou em Uunica
dose, aumenta de forma significativa a densidade 6ssea mineral da regido lombar da
coluna e do quadril e fémur. Ambas as formas de tratamento preveniram a perda
Ossea, e foram bem toleradas por mulheres com perda da massa O0ssea pos-

menopausa.

Osteonecrose dos maxilares € uma osteomielite crénica de causa
multifatorial. Os fatores sistémicos relevantes, como imunossupressao,
qguimioterapia, terapia com corticdide e doencas endodcrinas, sdo capazes de
influenciar no desenvolvimento dessa lesédo. A literatura demonstra uma relagao
entre 0 uso crénico de BPs e o desenvolvimento de osteonecrose. Os bisfosfonatos
contendo nitrogénio sdo usados para tratamento de metdstases 6sseas de tumores
malignos, prevencdo e tratamento de osteoporose, doenca de Paget e
hipercalcemia. O tratamento da osteonecrose € dificil e prolongado. Quando o uso
de antibiéticos e anti-sépticos (conservador) ndo é efetivo no controle da doenca;
entdo, um tratamento radical, como ressecc¢éo do osso envolvido, deve ser realizado

(BORGIOLI, 2009).
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Segundo Martins et al. (2009 b) o tratamento da osteonecrose é bastante
complexo e diversos protocolos terapéuticos vém sendo descritos na literatura com
indices variavies de sucesso. Assim, pensando nessa forma de osteonecrose, a
prevencdo € fundamental, pois a maior parte dos casos € desencadeada por algum
fator traumatico, quadros infecciosos que levam ao rompimento da mucosa oral,
infeccdo, exposicao e necrose 0ssea. O protocolo preventivo deve incluir avaliagéo
clinica e imaginoldgica oral antes do tratamento com BPs ser iniciado, para eliminar
focos de infeccdo, seguido de consultas odontolégicas peridédicas para eliminar
possiveis fatores traumaticos, monitoramento do nivel do metabolismo désseo pelo
CTx e orientagdo dos pacientes quanto aos riscos de desenvolverem a
osteonecrose. Na anamnese realizada durante o tratamento odontolégico, o
cirurgido dentista deve estar alerto para identificar pacientes usuarios crénicos de
BPs e poder prevenir as complicacbes decorrentes do uso dessa droga. Os
oncologistas, por outro lado, devem solicitar aos pacientes que facam avaliacao

odontoldgica prévia e mantenham saude bucal.

Martins et al. (2009 a) relataram o caso clinico de uma paciente com
adenocarcinoma de mama primario submetida a quimioterapia e uso de acido
zolendrénico devido a metastases 0sseas no quadril. Apds sete meses do uso do
bisfosfonato, a paciente apresentou exposicdo 6Ossea mandibular. Foi realizado
debridamento cirdrgico, resultando em fistulas e dor. Com a realizacdo de
antibioticoterapia e enxaguatorio bucal, ocorreu melhora com o fechamento parcial

das fistulas. Entretanto, em quatro meses, a situacao clinica se agravou, a paciente

57



retornou com necrose submandibular e exposicdo Ossea intra e extraoral com

drenagem. Passado cinco dias de tratamento paliativo, a paciente morreu de sépse.

Thong et al. (2009), afirmaram que o etidronato, quando usado como
medicacao intra-canal em dentes avulsionados, ndo impede a reabsorcéo radicular
apos o reimplante em macacos. Compararam 0 processo de reparo 0sseo, apos 8
semanas do reimplante, dos dentes tratados com medicacdo de hidroxido de célcio
ou bisfosfonato e sem tratamento prévio. Verificaram que em 39% dos casos
ocorreu reabsorcdo e em 41% anquilose quando utilizado o etidronato como

medicacao intra-canal.

Zahrowski (2009) verificou os métodos disponiveis para monitorar clinica e
radiograficamente o tratamento ortodontico de pacientes que estdo recebendo
terapia com bisfosfonatos. Nas radiografias, observa-se na imagem uma &rea
hipermineralizada. Clinicamente, durante o tratamento ortodontico, pode se observar
uma diminuicdo progressiva da movimentagdo dentaria. Movimentagdo dentéria,
mobilidade dentaria, mudancas radiograficas da lamina dura e do espaco do
ligamento periodontal devem ser avaliados constantemente. Os riscos ortodonticos
devem ser comparados com o0 aumento dos riscos sistémicos em caso de
suspensao do uso da medicacdo. Nenhum paciente deve suspender o BP sem o

conhecimento e consentimento do médico que prescreveu tal farmaco.
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Bartzela (2009) em uma revisado de literatura verificaram que muitos farmacos
interferem no tratamento ortodéntico. E fundamental uma anamnese detalhada para
obter informagfes adequadas dos pacientes quanto & sua condicao sistémica e ao
uso de medicagbes. Além da osteonecrose, o0 aumento do tempo para

movimentacdo dentaria € uma possibilidade relatada e nao desejada.

Recentemente, um comprometimento ocular tem sido relatado na literatura
como um dos efeitos adversos do uso de BPs. O artigo escrito por Mckague,
Jorgenson e Buxton (2010), descreve o caso clinico de uma paciente que
manifestou conjuntivite crénica enquanto usava o medicamento alendronato. Além
disso, edema orbital e periorbital também tem sido relatado como condi¢cdes mais

raras de ocorréncia.

A indicacdo do zolendronato por infusdo anual é um método relativamente
novo, mas que ja deixa evidente sua eficacia no tratamento de osteoporose. O efeito
positivo do zolendronato na prevencao de fraturas por osteoporose introduz um novo
conceito de administracdo, tornando esse farmaco tdo bom quanto, se ndo superior,
as outras modalidades de tratamento. A incidéncia de efeitos adversos € baixa,
sendo a ocorréncia da osteonecrose rara, o que faz o acido zolendrénico ter boa

aceitacao pelos pacientes (HAMDY et al., 2010).

No estudo realizado por Hutchinson et al. (2010), 10 em 30 pacientes sem
exposicdo Ossea, mas com sintomatologia dolorosa, fazendo uso de BPS,
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apresentaram no exame de imagem esclerose 0ssea na regido onde , clinicamente,
referiam dor. Os autores sugerem que esses dados devem ser melhor entendidos ou
esclarecidos para se determinar se a esclerose 6ssea é um achado especifico

indicador do risco de progressao da osteonecrose.

Na pesquisa realizada por Lazarovici et al. (2010), 18 de 78 pacientes
fazendo uso da terapia medicamentosa com bisfosfonato, desenvolveram necrose
nos maxilares apés dois meses da cirurgia bucal. Desses pacientes, quatro fizeram
uso de BPs via oral e 14, via endovenosa. 67% dos pacientes apresentaram
osteonecrose no estagio um; 27%, no estagio dois; e 6%, no estagio trés. Dos 18
pacientes com a necrose, cinco foram no segmento posterior da mandibula; trés no
segmento anterior; seis na porcdo posterior da maxila; e quatro no segmento
anterior. Os autores mediram os niveis de CTX (C-Terminal Telopeptide of Collagen
I) - produto degradado de colégeno tipo | e o maior constituinte da matriz organica
0ssea, em 74 pacientes. Os resultados revelaram que valores inferiores a 150 mg/ml
foram significativamente associados ao desenvolvimento de necrose. Os
pesquisadores também mediram os niveis de BAP (Bone Alkaline Phosphatas) —
enzima especifica osteoblastica) e PTH (Parathyroid Hormone), ndo encontrando
diferenca significativa entre os valores medidos nos pacientes que desenvolveram
ou ndo a necrose. Os autores concluiram que os niveis de CTX, apesar de nao
serem indicadores definitivos da osteonecrose, tém importante colaboracdo na
avaliacdo prévia a cirurgia oral. J& o BAP é valido apenas como informacao
adicional. Enquanto o PTH n&o parece ter valor de predicdo para desenvolvimento

da necrose.
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METODOLOGIA
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4 METODOLOGIA

4.1 RESPALDO ETICO

Nessa pesquisa, foram respeitados os principios éticos na experimentacao
animal, de acordo com a lei n° 11.794 da Constituicdo Federal de 08 de Outubro de
2008 (Lei Arouca) e com a resolugdo n° 714 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria de 20 de Junho de 2002. Foi aprovada por: Comissdo Cientifica e de
Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS (protocolo sob o n° 0104/08) —
Anexo A, e Comité de Etica para Uso de Animais — CEUA (protocolo sob o n°: 09

/00096) — Anexo B.

4.2 CARACTERIZACAO

A pesquisa foi realizada junto ao programa de Pds-graduacdo em Odontologia
da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), como parte

integrante da linha de pesquisa: Diagndstico e terapéutica aplicada.

4.3 VARIAVEIS

Variaveis independentes: laser ablativo e bisfosfonato;

Variaveis dependentes: processo 0sseo alveolar.
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4.4 HIPOTESE

A radiacdo com laser de arseneto de gélio e aluminio acelera a neoformacéao
0ssea e atua na biomodulacdo do processo de reparo dos tecidos 6sseo e mole em
ratos.

O uso de bisfosfonato torna o animal mais suscetivel durante um
procedimento odontolégico invasivo, dificultando o reparo da ferida e potencializando
a possibilidade de ocorréncia da osteonecrose.

A laserterapia favorece o processo de reparo de feridas em animais fazendo

uso do bisfosfonato.

4.5 CALCULO DA AMOSTRA

Utilizou-se o software (Minitab 15) para determinar o céalculo amostral.
Adotando-se um poder de 0.80 (80%) e um nivel de significancia de 0,05 (5%), para
a realizacdo de uma Anova com seis niveis de tratamentos (G1 A, G1 B, G2 A, G2
B, G3 A e G3 B) e supondo uma diferenca minima significativa entre as médias dos
tratamentos em torno de 1,8 vezes o desvio padrdo do erro, faz-se necessario 9

repeticdes (ratos) por tratamento. Assim, o total de ratos necessarios foi de 54.

4.6 CONFIGURACAO DA AMOSTRA

Para o presente trabalho, foram utilizados 54 ratos da raga Wistar, Rattus
norvegius, variacdo albinus, machos, com peso médio de 336 gramas, clinicamente
sadios. Os animais foram obtidos no vivario da Fundagédo Estadual de Producéo e

Pesquisa em Saude (FEPPS) e passaram por um periodo de quinze dias de
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ambientacdo no Laboratério de Experimentacdo Animal do Instituto de Cardiologia
de Porto Alegre / RS, onde a pesquisa foi realizada. Durante todo o periodo
experimental, os animais foram alimentados com dieta sélida padrdo do biotério
(racdo NUVILAB CR1® Nuvital Nutrirntes LTDA.), exceto nas primeiras 24 horas
apos a intervencao, e agua ad libidum. Nesse primeiro momento de pds-operatorio,
0s animais receberam “dieta de cafeteria” (salsicha e queijo), apesar de se deixar a

racao servida.

4.7 MACROAMBIENTE E MICROAMBIENTE

A sala para o alojamento dos animais tinha controle do fotoperiodo, com
ciclos de luz fluorescente / escuriddo de 12 horas. A entrada no macroambiente
sempre foi feita com equipamentos de protecao individual (jaleco, mascara, oculos e
luvas). O controle de ruidos foi seguido cuidadosamente para evitar estresse e
alteracOes fisioldgicas nos animais.

As gaiolas utilizadas no experimento eram plasticas contendo na parte
superior um aramado em ac¢o inox para colocacdo do bebedouro (garrafa em
policarbonato com anel de vedacédo em silicone e bico de aco inox) e racdo. Essas
caixas foram cobertas com tampa superior contendo elemento filtrante e encaixadas
numa prateleira ventilada (Figura 01), o que garantia condicfes de temperatura (22°
+/- 2) e umidade (45 — 75%) ideais para a higidez animal. A troca das gaiolas, para
limpeza e desinfeccao, foi realizada diariamente com troca da maravalha (raspas de

madeira autoclavadas).
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Figura 1 — Prateleira Ventilada.

4.8 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Os animais foram selecionados aleatoriamente e divididos, de modo
randomizado, em 3 grupos contendo 18 espécimes. Em todos 0s grupos, o periodo
de observacdo foi de 03 meses. O grupo G1 foi o controle; o G2 recebeu a
medicacdo sem laserterapia e o G3 foi o grupo teste que recebeu terapia
medicamentosa e laserterapia. Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos

contendo 09 espécimes. No subgrupo A foi realizada a exodontia do incisivo inferior
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esquerdo; e no subgrupo B, defeito com broca na regido do primeiro molar inferior

esquerdo (Quadro 1).

GRUPO | SUBGRUPO | n | TERAPEUTICA COM LASERTERAPIA TRATAMENTO PERIODO DE
BISFOSFONATO OBSERVACAO
G1 G1A 09 NAO NAO EXO 03 meses
G1B 09 BROCA 03 meses
G2 G2A 09 SIM NAO EXO 03 meses
G2B 09 BROCA 03 meses
G3 G3A 09 SIM SIM EXO 03 meses
G3B 09 BROCA 03 meses

Quadro 1 — Organizacao dos grupos e periodos de observagéo.

4.9 IDENTIFICACAO DO ESPECIME

Em cada gaiola foram acomodados dois ratos, garantindo espaco, suficiente,
para movimentos corporais normais, acesso a agua e alimento (Figura 02). Como o
namero de animais por grupo era impar, um espécime permaneceu isolado. As
caixas foram identificadas por etiquetas coloridas contendo o nome e telefone do
pesquisador e dados de cada grupo, subgrupo e numeracdo dos animais (Figura
03). Além disso, cada roedor também foi identificado na cauda. A marcacéao foi feita
utilizando-se uma combinacéo de cores de canetas de retroprojetor. Preconizou-se
realizar as marcacdes, na base da cauda, nas cores vermelha, azul e preta para
identificar os grupos G1, G2 e G3 respectivamente. E as cores vermelha e azul,
pintadas na ponta da cauda, para demarcar os subgrupos A e B. Essa ultima
marcacéo foi realizada contendo de um a nove halos, o que também correspondia

ao numero do espécime em seu subgrupo (Figura 04).
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Figura 02 — Duas espécimes por gaiola

2008645 24 09, 03
~3DOSE ()

-400SE ()

Figura 03 — Etiquetas (identificacdo das gaiolas)
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Figura 04 — Identificacdo da amostra com marcacfes na cauda (exemplos: G1 AVlie G3 All)

4.10 TECNICA CIRURGICA

Previamente ao ato cirargico, os animais foram submetidos a anestesia geral
através da injecao intraperitonial, administrando-se a substancia na cavidade
peritoneal entre os 6rgdos abdominais. Injetou-se o farmaco na metade posterior do
abdome com o animal contido pelo dorso. Essa imobilizacdo foi feita firmemente,
colocando-se a mao no dorso e caixa toracica; a cabeca foi contida com o polegar e
o indicador, imediatamente atras da mandibula. A substancia anestésica continha
0,025 ml/100g de peso corpéreo do animal, do sedativo, analgésico e relaxante
muscular Cloridrato de Xilazina 2% (Anasedan® Divisdo Vertbrands Satide Animal —
Jacaréi - SP / Brasil) e 0,05 ml/100g de peso corporeo do animal do anestésico geral
Cloridarato de Ketamina 10% (Dopalen® Divisdo Vertbrands Satide Animal — Jacaréi

- SP / Brasil) (Figura 05).
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Figura 05 — Técnica anestésica.

A exodontia do incisivo inferior esquerdo (subgrupo A) foi realizada, em nove
animais de cada grupo. Inicialmente foi realizada a sindesmotomia, multiplas fraturas
do processo 6sseo alveolar, luxacao e exarticulacado do elemento dentario com pinca
hemostética curva adaptada para este procedimento em ratos. Apoés, foi realizada a
regularizacdo 6ssea (quando necessario), hemostasia e sutura com fio de nylon 4-0

(Mononylon Ethilon/Ethicon CO) (Figura 06).
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Figura 06 — Técnica de exodontia A. mesa cirlrgica com instrumental utilizado; B. sindesmotomia; C.

e D. remocéo do dente com movimento curvo; E. sutura; F. incisivo inferior esquerdo.

Nos outros nove animais, de cada grupo, foi realizado um defeito com broca
(subgrupo B). A coroa dentaria e parte das raizes do primeiro molar inferior
esquerdo foram desgastadas. Utilizou-se uma broca esférica carbide, tamanho
qguatro, adaptada a peca reta de um micromotor. A perfuracdo foi realizada com
profundidade de 04 mm (conforme marcado na broca previamente) sob irrigagédo

constante de soro fisiologico e aspiragdo. Instrumentais (espatulas) foram adaptadas

70



para serem utilizadas como afastadores e protetores da mucosa jugal e lingua do

animal. Apds, foi realizada a hemostasia e sutura com fio de nylon 4-0 (Mononylon

Ethicon) (Figura 07).

E

Figura 07 — Técnica cirargica: defeito com broca (A. mesa cirlrgica com instrumentais utilizados; B.

detalhe do afastamento; C. equipamento de aspira¢céo; D. broca com marcacao em tinta montada em

peca reta de micro-motor; E. desenho esquematico da técnica de desgaste com broca do dente e

parte do processo alveolar).
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4.11 MEDICACAO

Os grupos de estudo receberam injecao intra-peritoneal (0,6mg/kg) de
zolendronato (Zometa®, Novartis Biociéncias S.A.) — Anexo E, e 0s grupos sem
tratamento receberam solugéo salina (Figura 08). A terapia com a medicacdo e a
solucdo salina foi realizada por um periodo de 3 meses. Em cada espécime foi
aplicada uma dose da solucdo a cada 28 dias, totalizando 3 aplicacbes da
substancia. A exodontia do incisivo inferior ou defeito com broca foram realizadas
sete dias apds a segunda dose do farmaco. A pesagem dos roedores foi feita com
24 horas de antecedéncia da data determinada para administracdo do farmaco. Isso
permitiu que fosse realizado o calculo da dose maxima nao letal, a ser aplicada para
cada animal. Nas datas pré-determinadas para a aplicacdo foram abertos frascos
novos, descartando-se a medicacao restante ao final do dia. O lacre de cada ampola
foi rompido e aberto dentro de uma cabine de troca (Tecniplast CS5), sendo
realizada a manipulacdo do farmaco apenas nesse ambiente (Figura 09). Esse
equipamento garantiu um espaco protegido dos agentes atmosféricos, evitando a
contaminagcdo do processo, da experimentacdo, dos pesquisadores e dos animais.
As seringas e agulhas utilizadas foram individuais e descartadas apds o0 uso em

cada amostra.

Figura 08 — Técnica de aplicacao intra-peritoneal.
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Figura 09 — Cabine de Troca (tecniplast CS5): o ar ambiente é introduzido num médulo de envio,

previamente filtrado, antes de ser distribuido na area de trabalho com fluxo laminar unidirecional.

4.12 LASERTERAPIA

O aparelho utilizado foi o laser de diodo infra-vermelho (arseneto de gélio e
aluminio), com poténcia de 90mW e comprimento de onda de A=830nm, com
emissao continua (Thera Laser/ DMC Equipamentos, Sao Paulo, Brasil) (Figura 10).

O sistema de entrega foi constituido por fibra optica com @ = 0,06cm. O
procedimento foi realizado de forma pontual, na condicdo emissdo continua, com
uma dose de 1J/cm?, na regi&o central do alvéolo, com tempo total de 12s.

Os ratos, dos dois subgrupos (A e B), ainda sob efeito da anestesia geral,
foram radiados imediatamente ap6s o procedimento, de forma pontual, intra-oral, no
centro da area de reparo. Por 14 dias a cada 48 horas, de acordo com o grupo

experimental a que pertenciam, foram realizadas aplicacdes de laser com uma dose
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de 1J/cm?, de forma pontual, extra-oral. A aplicacdo extra-oral foi realizada através
da contencdo do animal, sem ser necesséario o uso de sedacdo. Foi realizado um
protocolo de 07 aplicacdes de laser (Figuras 11 e 12).

Os animais dos grupos G1 e G2 receberam o mesmo tratamento, porém o
aparelho de laser permaneceu desligado; isso permitiu que o estresse causado pela
manipulacéo dos ratos fosse igual nos diferentes grupos.

De acordo com as regulamentacdes brasileiras, o laser foi aplicado em local
isolado, com caracteres e simbologia internacionais para area em uso ou presenca
de radiacdo, observando os procedimentos de seguranca recomendados para

tratamento com luz laser.

Figura 11 - laseterapia imediatamente apdés a exodontia (aplicagdo intra-oral
diretamente sobre a loja cirtrgica) e 48 horas apos o procedimento (aplicacdo extra-

oral).
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Figura 12 - Laseterapia imediatamente apds o desgaste (aplicacéo intra-oral diretamente

sobre a loja cirtrgica) e 48 horas apds o procedimento (aplicacéo extra-oral).

4.13 POS-OPERATORIO

Imediatamente ap6s o procedimento cirlrgico, os ratos foram acomodados
em camas aquecidas, o que permitiu controlar a temperatura corporal durante a fase
inicial da recuperagéo anestésica. Isso também garantiu cuidado maior no controle
de sangramento pos-operatorio e avaliacdo da reacdo do animal imediatamente

apos o manejo (Figura 13).

Figura 13 — llustracdo da mesa aquecida.
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Apds estes procedimentos, os animais continuaram sendo mantidos no
Vivario do Laboratério de Experimentacdo Animal do Instituto de Cardiologia de
Porto Alegre e acomodados em gaiolas, mantidos em condicbes adequadas de
temperatura (25°C), umidade e ventilagao; identificados e numerados de acordo com
0 grupo correspondente, data das cirurgias, radiacdes e medicacdes. A limpeza das
gaiolas continuou sendo realizada diariamente, a fim de diminuir os riscos de
contaminacdao e infeccdo pés-operatoria.

Os ratos receberam analgésico no pdés-operatério imediato e por 48 horas
apos o procedimento. Foi administrada Torbugesic (Butorfanol) 2mg/Kg do peso

corpéreo de 4/4h subcucanea.

4.14 PREPARO DAS AMOSTRAS

Para a obtencdo das amostras, os animais foram submetidos a eutanasia aos
44 dias de pOGs-operatério, através da exposicdo dos mesmos em uma camera
hermética de didxido de carbono, até que a morte dos animais fosse constatada pela

auséncia dos sinais vitais (Figura 14).

Figura 14 — Camara de CO,
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Antes da obtencdo das amostras para avaliagdo microscopica, as areas
manipuladas foram fotografadas com camera digital, imediatamente ap6s a morte
dos animais, corretamente identificados (Figura 15). Foi realizada a descricdo
detalhada, conforme o que foi observado clinicamente, quanto a presenca ou
auséncia de pus, epitelizacdo e exposicdo ou ndo de osso. O observador que fez a

descricao clinica ndo tinha conhecimento sobre o grupo a que a amostra pertencia.

Figura 15 — Foto realizada prévia a obtencéo da amostra, e imagem aproximada - com detalhe da

area manipulada.
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Apds a constatacdo da morte dos animais pela auséncia dos sinais vitais, as
pecas cirargicas foram removidas com segmentos dos grupos testes e dos grupos
controle. A mandibula foi desarticulada e separada na linha média por uma lamina
de bisturi namero 12. Apenas a hemi-mandibula manipulada no experimento foi

utilizada, sendo a outra metade desprezada(Figura 16).

Figura 16 — Mandibula desarticulada. Linha indicando a divisdo das hemi-mandibulas.

As amostras foram colocadas em vidros previamente etiquetados, contendo
solucdo de formalina tamponada a 10%, e mantidos por um periodo de 48 horas,
tempo necessario para a fixacao.

O processamento histolégico foi realizado no Laboratério de Anatomia
Patologica do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da PUCRS,
seguindo a rotina laboratorial preconizada. As pecas foram descalcificadas em &acido
nitrico a 5 % durante 72 horas, seguindo-se a sua desidratacdo em alcool. ApGs
incluidas em parafina, os cortes foram realizados longitudinalmente no meio do
alvéolo, seguindo a linha do sulco central do primeiro molar inferior, divididas em
seccdes com 6um de espessura. As laminas foram preparadas com a técnica de
coloracdo por hematoxilina e eosina (HE) e observadas em microscopio optico de
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luz. As amostras foram codificadas de modo que o observador ndo identificasse o

grupo que estava avaliando.

4.15 ANALISE DAS AMOSTRAS

Foram realizadas trés formas de andlise:

- analise macroscopica descritiva sobre o processo de reparo do tecido mole
e exposicao ou nao de tecido 6sseo (subgrupos A e B);

- andlise histolégica (através da observacdo descritiva de um mosaico e
observacdo em microscépio com objetiva de 40X) sobre a presenca de necrose em
tecido 6sseo e em tecido conjuntivo (subgrupos A e B);

- analise morfométrica, através da mensuracdo de éarea, de tecido 0sseo,
(subgrupo B);

A regido para a analise do alvéolo foi padronizada. Uma area, equidistante da
base mandibular e raizes do primeiro e segundo molares inferiores, foi determinada
para avaliacdo de parte do alvéolo onde foi realizada a exodontia. Ja a area do
alvéolo criado por desgaste com broca foi localizada por ser a regido imediatamente

anterior ao segundo molar inferior (Figura 17).

Figura 17: Padronizacdo da imagem capturada. (A) Hemimandibula de rato. (B) Extensa relagao do

incisivo extraido com a mandibula.

79



4.15.1 ANALISE MACROSCOPICA

Todas as amostras foram avaliadas, com auxilio de uma lupa e boa
iluminacdo, quanto ao aspecto macroscopico da evolucédo do processo de reparo no
alvéolo, tanto nos espécimes do grupo controle quanto nos dos grupos

experimentais.

Apbés a constatacdo da morte dos animais, as é&reas operadas foram
fotografadas com camera digital (KODAK 7.2 megapixels e 4X zoom Optico). As
amostras foram codificadas e entregues aos dois observadores, que realizaram uma
analise descritiva da regido. As fotos foram observadas num segundo momento,

levando-se em consideracgdo trés critérios:

- reparo da ferida epitelial completa ou parcial;

- exposi¢ao ou nao de tecido 6sseo.

As imagens também foram codificadas para impedir que os avaliadores

reconhecessem a peca no momento da andlise.

4.15.2 ANALISE HISTOLOGICA

O estudo das laminas foi realizado com o emprego da microscopia optica,
visando o estudo do processo de reparo do tecido O0sseo através da analise
descritiva. Para tal, foi realizado uma avaliacdo com lentes objetivas de 5X, 10X e
40X. Os aspectos histolégicos das pecas do grupo controle, bem como das pecas

submetidas a tratamento foram descritas levando-se em consideracao: presenca de
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tecido 0sseo, presenca de necrose no trabeculado 6sseo (0sso nédo vital) e presenca

de pus no tecido de granulacao.

4.15.3 ANALISE DESCRITIVA POR OBSERVACAO DE MOSAICO

Apos a confeccdo do mosaico, foi realizada uma analise descritiva da regiao
alveolar quanto a presenca de 0sso necrotico e presenca de supuragao no tecido de
granulacao. Para as mensuracfes foram preconizados os seguintes valores:

Quanto ao tecido ésseo:

- 0: osso sadio;

- 1: presenca de pouco 0SS0 necrotico;

- 2: presenca predominante de 0SS0 necrotico;

Quanto a presenca de pus no tecido de granulacéo:

- 0: auséncia de pus:

- 1: presencga de pus:

Essas informacdes foram dispostas em uma tabela especifica e analisadas

estatisticamente.

4.15.3.1 MOSAICO

A analise morfométrica foi realizada através da avaliagdo de imagens
histolégicas capturadas a partir da observacéo por objetivas de 5X, o que permitiu
verificar qualitativamente a formac&o ou no de tecido 6sseo no local manipulado. E
sabido que quanto maior o aumento proporcionado pela lente objetiva, menor € o
campo capturado da lamina. Logo, ao se observar o campo com objetiva de 10X,
ndo foi possivel analisar todo o alvéolo, sendo necessario realizar uma montagem a

partir de varias capturas de imagens da mesma lamina. A captacado da imagem foi
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realizada através de uma micro-camera acoplada ao microscoépio e interligada ao
computador (camera Motican 2500 com 5 Mega pixels e o software Motic Images
2.0). Isso permitiu que se obtivesse uma imagem sem distorcdo (através de
montagem) igual & imagem original (5X), porém com nivel superior de detalhamento

e sem reducdo do campo de andlise (Figura 18).

’:\d/,,.'&.«...—-o—

e ¢
s t\YV,

Figura 18 — Mosaico: imagem constituida pela sobreposicdo de 08 imagens com aumento de 10X. A
montagem permite analisar, com mais detalhe, a mesma éarea fotografada uma Unica vez no aumento

de 5X.

4.15.3.2 CONFECCAO DO MOSAICO

O mosaico foi confeccionado utilizando-se o programa da Microsoft Office
Word 2007. No novo documento, foi inserido um determinado niumero de caixas de
textos necessarios para cada montagem. Na caixa de texto mais superior da folha
A3, foi colada a imagem obtida com a objetiva de 5X, para que se tivesse a idéia
total da imagem a ser montada. Nas demais caixas, foram inseridas as imagens
correspondentes aquela numeragcdo. As imagens foram tratadas automaticamente
pelo programa Microsoft Office Picture Manager e, em seguida, o tamanho foi

padronizado (Figuras 19 e 20). A cor das linhas e do preenchimento das caixas de
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texto foi removida. E, entdo, as imagens puderam ser arrastadas com o mouse e
sobrepostas de modo a permitirem a formacdo da imagem como um mosaico

(Figuras 21 e 22).
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Figura 19: Autocorrecdo da imagem
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Figura 22: Movimentacao das imagens e formacdo do mosaico.
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4.15.4 ANALISE MORFOMETRICA

As imagens histologicas observadas através da lente objetiva de 5X foram
capturadas e analizadas através de um sistema computacional Image-Pro Plus
(Figura 23).

Figura 23 — Imagem histoldgica ilustrativa observada com objetiva de 5X em que foi realizada

a analise histomorfométrica.

A imagem microscopica capturada pela camera acoplada no micro-
computador foi digitalizada e transformada em uma imagem constituida por um
conjunto de pixels.

Esse programa permitiu mensurar as areas desejadas, através da delimitacao
do contorno das mesmas, avaliando o processo de evolucdo do reparo do alvéolo.
Todos os valores foram transformados em percentuais. A area total foi medida
considerando-se toda a extensdo da imagem fotografada com objetiva de 5X
(padronizada), a area de osso existente foi delimitada e, entdo, a porcentagem de
tecido 6sseo na imagem foi calculada.

Os valores foram transferidos para uma tabela formulada especificamente

para essa finalidade. As imagens foram codificadas, de modo que o avaliador,

87



previamente treinado e calibrado, ndo tivesse conhecimento do grupo o qual

pertenciam os espécimes que estava avaliando.

4.16 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados histomorfométricos foram analisados estatisticamente atraves
do Teste de Shapiro-Wilk para testar a distribuicdo de probabilidade (normalidade)
da variavel de interesse (porcentagem de tecido 6sseo na imagem). E pelo Teste de
Levine para avaliar a homogeneidade dos grupos. Os dados foram analisados, por
meio do teste Anova uma vez que satisfizeram o0s pressupostos tedricos
(normalidade e homogeneidade).

Para o resultado macroscopico, a analise foi realizada pela associagéo entre
0s niveis de tratamentos (G1 A, G1 B, G2 A, G2 B, G3 A e G3 B) e os desfechos
propostos quanto a exposicdo de tecido 0sseo e ocorréncia do reparo da ferida
epitelial completa. Da mesma forma, para o resultado histologico, a analise foi feita
entre os niveis de tratamentos (G1 A, G1 B, G2 A, G2 B, G3 A e G3 B) e os
desfechos propostos quanto a presenca de 0Sso necrotico e presenca de pus. Para
ambos resultados, a associacao foi analisada utilizando-se o Teste de Qui-quadrado
ou o Teste Exato de Fisher (quando o percentual de células esperadas — menores

de 5 unidades - fosse maior que 25%).
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@ RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Durante todo o periodo de observacao, ocorreu a morte de 02 animais:
e G1B IV (amostra do grupo controle de defeito com broca);

e G2 B IV (amostra do grupo teste, com terapia medicamentosa e sem

laserterapia,de defeito com broca).

Em quatro animais correspondentes ao grupo de exodontia ocorreu fratura do

apice radicular durante o procedimento cirargico:
eG1 A VIl (grupo controle);
eG1 A VIII (grupo controle);
eG3 A VI (grupo teste com terapia medicamentosa e laserterapia);
eG3 A VIII (grupo teste com terapia medicamentos e laserterapia).

Os animais dos trés grupos (G1, G2 e G3) apresentaram aumento gradativo
do peso no inicio do experimento. As amostras referentes ao subgrupo B
continuaram apresentando aumento gradual do peso ao longo de todo o estudo.
Apenas 0s espécimes dos grupos testes (G2 e G3) revelaram diminuicdo apés a
exodontia do incisivo, reequilibrando seu peso em um més. Essa observacéo
demonstrou a capacidade adaptativa do roedor em questdo ap0s a extragdo de um
dente, até entdo considerado fundamental para sua alimentacdo e sobrevivéncia.
Essa andlise também permitiu concluir que a perda do peso ndo estava associada a

terapia medicamentosa (APENDICE 1).
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5.1 RESULTADOS DO EXAME MACROSCOPICO

O observador preencheu os quadros, dispostos a seguir, de acordo com a

descricdo realizada no dia da morte e a analise das fotos (Quadros 2 — 4 e Figuras

24 — 26). De acordo com a analise estatistica do reparo da ferida epitelial completa e

a exposicdo de tecido 0sseo estdo significativamente relacionadas com o tipo de

terapia aplicada (G1, G2 e G3) e ao método utilizado (A e B) (Tabelas 1 - 5).

Tabela 1 — Associagédo entre 0s subgrupos e o reparo da ferida epitelial completa. Teste Exato de

Fisher: p =,001.
REPARO EPITELIAL COMPLETO
SIM NAO TOTAL
G1A 7 (100,0%) 0 (0%) 7 (100,0%)
G1B 6 (75,0%) 2 (25,0%) 8 (100,0%)
G2 A 2 (22,2%) 7 (77,8%) 9 (100,0%)
G2B 6 (75,0%) 2 (25,0%) 8 (100,0%)
G3A 1 (11,1%) 8 (88,9%) 9 (100,0%)
G3B 6 (66,7%) 3 (33,3%) 9 (100,0%)
TOTAL 28 (56,0%) 22 (44,0%) 50 (100,0%)

Tabela 2 — Associagao entre 0s grupos e o reparo da ferida epitelial completa. Teste Qui-quadrado: p

=,017.

REPARO EPITELIAL COMPLETO

Sim
G1 13 (86,7%)
G2 8 (47,1%)
G3 7 (38,9%)

Nao

2 (13,3%)

9 (52,9%)

11 (61,1%)
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Tabela 3 — Associagdo entre os métodos e o reparo da ferida epitelial completa. Teste Qui-quadrado:

p = ,045.
REPARO EPITELIAL COMPLETO
Sim N&o
Exo 10 (40%) 15 (60%)
Broca 18 (72%) 7 (28%)
Tabela 4 — Associacdo entre 0s grupos e a presenga de 0sso exposto. Teste Exato de Fisher: p =
,026.
PRESENCA DE OSSO EXPOSTO
Sim N&o
G1 0 (0%) 14 (100%)
G2 4 (23,5%) 13 (76,5%)
G3 7 (38,9%) 11 (61,1%)
'I(')a(l)%ela 5 — Associacdo entre os métodos e a presenca de 0sso exposto. Teste Qui-quadrado: p =

PRESENCA DE OSSO EXPOSTO

Sim N&o
Exo 11 (44%) 14 (56%)
Broca 0 (0%) 25 (100%)

92



Os Testes Qui-quadrado e Exato de Fisher revelaram que a presencga de 0sso
exposto e o reparo da ferida epitelial completa estdo relacionadas ao grupo. A
andlise de residuos ajustados indicou o comportamento diferente do grupo controle
em relacdo aos demais grupos, com 0% de exposicao 6ssea (Tabela 6) e tendéncia
a maioria apresentar reparo epitelial completo (Tabela 7). Essa analise de residuos
ajustada é realizada através da avaliacdo da curva de normalidade (Z), onde -1,96 <

Z<1,96.

Tabela 6 - Andlise de Residuos Ajustados associando os niveis de tratamento e a exposicao éssea.

OSSO EXPOSTO

Sim N&o
Gl -2,38 2,38
G2 0,13 - 0,13
G3 2,10 - 2,10

Tabela 7 - Andlise de Residuos Ajustados associando os niveis de tratamento e o reparo da ferida
epitelial completa.

REPARO EPITELIAL COMPLETO

Sim N&o
Gl -2,86 2,86
G2 0,91 -0,91
G3 -1,83 1,83
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Gil|Gr|Gr|Ger|er|Gr|Gr |Gl |Gifer Gl Gl|Gl|er|er|er|a6l| et
Al A | A|A|A|A A A  A]lB B B|B|B|B|B | B B
I v v fve v v X I nfm vV v v v Ix
REPARO - X X X X X X X X X X - X X X
EPITELIAL
COMPLETO
REPARO - - X X
EPITELIAL
PARCIAL
PRESENCA DE
OSSO EXPOSTO
AUSENCIA DE X X X X X X X X X X X X X X X
OSSO EXPOSTO
Quadro 02 — Andlise macroscépica do grupo controle

Figura 24 — Aspecto macroscopico de uma amostra do grupo controle.
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G2 G2 G2 G2 | G2 | G2 G2 G2 |G2 G2 G2 G2 |G2 G2 |G2 | G2 | G2 | G2
A A A A A A A A A B B B B B B B B B
| Il 1] v |V VI | v v | IX | Il 1] v |V Vi | v v | Ix
REPARO X X X X X X X X
EPITELIAL
COMPLETO
REPARO X X X X X X X X X
EPITELIAL
PARCIAL
PRESENCA DE X X X X
OSSO EXPOSTO
AUSENCIA DE X X X X X X X X X X X X X

OSSO EXPOSTO

Quadro 03 — Analise macroscoépica do grupo teste com terapia medicamentosa e sem laserterapia.

Figura 25 — Aspecto macroscopico de uma espécime do grupo teste sem laserterapia.
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G3 ' G3 G3 | G3 |G3 | G3 G3 G3 |G3 JG3 G3 G3 | G3 | G3 |G3 | G3 | G3 | G3
A A A A A A A A A B B B B B B B B B
| Il 1] v |V VI | v v IX | Il 1] v |V VI | v v | IX
REPARO X X X X X X X
EPITELIAL
COMPLETO
REPARO X X X X X X X X X X X
EPITELIAL
PARCIAL
PRESENCA DE X X X X X X X
OSSO EXPOSTO
AUSENCIA DE X X X X X X X X X X X

OSSO EXPOSTO

Quadro 04 — Andlise macroscopica do grupo teste com terapia medicamentosa e laserterapia

Figura 26 — Aspecto macroscépico de uma amostra do grupo teste com laserterapia.
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5.2 RESULTADO DA ANALISE HISTOLOGICA

As amostras foram analisadas, de modo descritivo, a partir da observacéo das

laminas, com lente objetiva de 40X, quanto a presenca ou nao de pus no tecido de

granulacdo. Os mosaicos montados, a partir de imagens capturadas durante a

observacdo das laminas com lentes objetivas de 5X e 10X (Figuras 27 — 32),

permitiram uma avaliacdo detalhada do tecido 6sseo, conforme a presenca de tecido

0sseo vital/sadio ou necroético (Quadro 05).

TECIDO DE TECIDO TECIDO DE TECIDO TECIDO DE TECIDO
GRANULACAO OSSEO GRANULACAO OSSEO GRANULACAO OSSEO
PRESENCA DE | PRESENCA PRESENCA DE PRESENCA PRESENCA DE | PRESENCA

PUS DE PUS DE PUS DE
NECROSE NECROSE NECROSE

G1A | 0 0 G2A | 0 0 G3A | 0 0

G1A Il 0 0 G2A 1l 0 0 G3All

G1A Il 0 0 G2A Il 0 0 G3A Il 1 1

G1A IV 0 0 G2A IV 0 0 G3A IV 0 0

G1AV 0 1 G2AV 0 0 G3AV 0 0

G1A VI 0 0 G2A VI 0 0 G3A VI 0 0

G1A VIl 0 0 G2A VIl 0 0 G3A VI 0 0

G1A VIl 1 2 G2A VI 0 1 G3A VIl 0 0

G1A IX 0 0 G2A IX 0 0 G3A IX 0 0

G1B | 0 0 G2B | 1 2 G3B | SEM AMOSTRA

G1B I 1 1 G2B Il 1 1 G3B I 1 0

G1B Il 0 0 G2B IlI 0 1 G3B Il 1 2

G1B IV G2B IV G3B IV 0 2

MORTE
G1B V 1 1 G2B V 0 1 G3B V 0 2
G1B VI G2B VI 0 1 G3B VI 1 2
SEM AMOSTRA

G1B VI 1 1 G2B VI 1 1 G3B VI 1 1

G1B VIII 1 0 G2B VIII 1 2 G3B VIII 1 1

G1B IX 1 2 G2B IX 1 2 G3B IX 0 1

Quadro 05 — Resultado da andlise histolégica. Tecido de granulacdo (0 = auséncia de pus; 1 =
presenca de pus); tecido 6sseo (0 = auséncia de 0sso necrético; 1 = presenca de pouco 0SSO

necroético; 2 = presenca predominante de 0sso necrético).
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De acordo com a analise estatistica (Teste Qui-quadrado e Teste Exato de

Tukey) a presenca de pus e a exposicao de tecido 6sseo ndo sdo dependentes do

tipo de terapia aplicada (G1, G2 e G3), mas estdo relacionados ao método utilizado

(A e B) (Tabela 8 — 13).

Tabela 8 — Associacdo entre os subgrupos e a presenca de necrose 6ssea. Teste Exato de Fisher: p

=,000

G1A

G1lB

G2 A

G2B

G3A

G3B

TOTAL

NECROSE
AUSENCIA DE OSSO PRESENCA DE PRESENCA
NECROTICO POUCO 0SSO PREDOMINANTE DE
NECROTICO 0SSO NECROTICO
7 (77,8%) 1 (11,1%) 1(11,1%)
3 (42,9%) 3 (42,9%) 1 (14,3%)
8 (88,9%) 1(11,1%) 0 (,0%)
0 (,0%) 5 (62,5%) 3 (37,5%)
7 (87,5%) 1 (12,5%) 0 (,0%)
1 (12,5%) 3 (37,5%) 4 (50,0%)
53,1% 28,6% 18,4%

Tabela 9 — Associacdo entre os grupos e a presenca de necrose 6ssea. Teste Exato de Fisher: p =

,000.

G1

G2

G3

OSSO NECROTICO

AUSENCIA PRESENCA DE PRESENCA
POUCO 0SSO PREDOMINANTE
10 (62,5%) 4 (25%) 2 (12,5%)
8 (47,1%) 6 (35,3%) 3 (17,6%)
8 (50%) 4 (25%) 4 (25%)
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Tabela 10 — Associagéo entre os métodos e a presenca de necrose 0ssea. Teste Exato de Fisher: p =
,000

0SSO NECROTICO

AUSENCIA PRESENCA DE PRESENCA
POUCO 0SSO PREDOMINANTE
Exo 22 (84,6%) 3 (11,5%) 1 (3,8%)
Broca 4 (17,4%) 11 (47,8%) 8 (34,8%)

Tabela 11 — Associagéo entre 0s subgrupos e a presenga de pus. Teste Exato de Fisher: p = 001

PRESENCA DE PUS

SIM NAO TOTAL
G1A 1(11,1%) 8 (88,9%) 9 (100,0%)
G1B 5 (71,4%) 2 (28,6%) 7 (100,0%)
G2 A 0 (0%) 9 (100%) 9 (100,0%)
G2B 5 (62,5%) 3 (37,5%) 8 (100,0%)
G3A 1 (12,5%) 7 (87,5%) 8 (100,0%)
G3B 5 (62,5%) 3 (37,5%) 8 (100,0%)

TOTAL 34,7% 65,3% 100,0%

Tabela 12 — Associagao entre 0s grupos e a presenca de pus. Teste Qui-quadrado: p =,867

PRESENCA DE PUS

SIM NAO
G1 6 (37,5%) 10 (62,5%)
G2 5 (29,4%) 12 (70,6%)
G3 6 (37,5%) 10 (62,5%)
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Tabela 13 — Associacdo entre os métodos e a presenca de pus.Teste Qui-quadrado: p =,000.

PRESENCA DE PUS

SIM NAO
Exo 2 (7,7%) 24 (92,3%)
Broca 15 (65,2%) 8 (34,8%)

A andlise de residuos ajustados indicou que o comportamento dos grupos
apresentou diferencas casuais ndo significativas quanto a presenca de 0Sso

necrético e presenca de pus.
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Figura 27 — Mosaico G1 A Il: montagem de imagens obtidas a partir de uma amostra do grupo
controle submetido a exodontia. Figura menor e mosaico (imagens capturadas através da observacao
das laminas com objetiva de 5X e 10X respectivamente).
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Figura 28 — Mosaico G1 B Il: montagem de imagens obtidas a partir de uma amostra do grupo
controle submetido ao procedimento com broca. Figura menor e mosaico (imagens capturadas

através da observacao das laminas com objetiva de 5X e 10X respectivamente).
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Figura 29 — Mosaico G2 A IV: montagem de imagens obtidas a partir de uma amostra do grupo teste,
sem laserterapia, submetido a exodontia. Figura menor e mosaico (imagens capturadas através da

observacgéo das laminas com objetiva de 5X e 10X respectivamente).
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Figura 30 — Mosaico G2 B VIII: montagem de imagens obtidas a partir de uma amostra do grupo
teste, sem laserterapia, submetido ao procedimento com broca. Figura menor e mosaico (imagens

capturadas através da observacéo das laminas com objetiva de 5X e 10X respectivamente).
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Figura 31 — Mosaico G3 A V: montagem de imagens obtidas a partir de uma amostra do grupo teste,
com laserterapia, submetido a exodontia. Figura menor e mosaico (imagens capturadas através da

observacgédo das laminas com objetiva de 5X e 10X respectivamente).
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Figura 32 — Mosaico G3 B VI: montagem de imagens obtidas a partir de uma amostra do grupo teste,
com laserterapia, submetido ao procedimento com broca. Figura menor e mosaico (imagens

capturadas através da observacgdo das laminas com objetiva de 5X e 10X respectivamente).
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5.3 RESULTADO DA ANALISE MORFOMETRICA

As amostras histolégicas do grupo de exodontia foram constituidas
predominantemente por tecido O6sseo. Devido a essa observacdo, a medigcdo
morfométrica foi realizada apenas no grupo teste de defeito com broca. Os

resultados foram expressos em porcentagem e descritos no quadro abaixo (Quadro

06).
PERCENTUAL
DE TECIDO OSSEO NA

IMAGEM
GiBI 36,13%
GiB II 48,77%
G1B Il 36,20%
GIB IV MORTE
G1BV 33,09%
G1B VI SEM AMOSTRA
G1B VI 49,90%
G1B VI 42,40%
G1B IX 16,67%
G2B | 18,29%
G2B Il 42,97%
G2B Il 35,42%
G2B IV MORTE
GBV 37,82%
G2B VI 42,40%
G2B VI 66,52%
G2B VIII 33,99%
G2B IX 62,03%
G3B | SEM AMOSTRA
G3B Il 55,59%
G3B Il 35,09%
G3B IV 49,64%
G3BV 43,12%
G3B VI 39,35%
G3B VI 27,79%
G3B VIII 37,98%
G3B IX 43,67%

Quadro 06 — Resultado da analise morfométrica
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Apenas os valores referentes ao subgrupo B foram expostos, uma vez que as
laminas relacionadas ao método de exodontia (subgrupo A) apresentaram imagens

formadas por tecido 6sseo (100%).

Os pressupostos teéricos de normalidade foram satisfeitos de acordo com o
Teste Shapiro-Wilk (p > 0,05) e de homogeneidade de acordo com o Teste Levene
(p = 0,499). Seguiu-se a Anova (p = 0,725), o qual revelou que as médias da

porcentagem de tecido 6sseo na imagem nao diferem de modo significativo entre si.
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6 DISCUSSAO

O termo cancer é utilizado genericamente para representar um conjunto de
tumores malignos de diferentes localiza¢gbes. Importante causa de doenca e morte
no Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de
morte na populacdo, representando quase 17% dos Obitos de causa conhecida,
notificados em 2007 no Sistema de Informacgdes sobre Mortalidade. Compreender e
controlar as doencgas malignas requer conhecimentos cientificos e experiéncias que
vao desde o conhecimento dos complexos mecanismos de regulagdo molecular
intracelular as escolhas individuais do estilo de vida. A prevencdo e o controle de
cancer estdo entre os mais importantes desafios, cientificos e de salde publica, da

nossa época (INCA / Ministério da Saude).

De acordo com a publicagdo feita no site oficial do INCA do Ministério da
Saude, as estimativas feitas para o ano de 2010 também sdo validas para 2011.
Essa pesquisa indica 489.270 novos casos de Cancer. O Céancer de pele serd o
mais incidente, seguido pelos tumores de préstata, mama feminina, célon e reto,
pulmdo, estbmago e colo de utero. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o
impacto global do Cancer mais que dobrou em 30 anos. O continuo crescimento
global, bem como seu envelhecimento, afetard de forma significativa o impacto

dessa doenga no mundo.

As transformacdes no padrdo demogréfico brasileiro comecaram a ocorrer no
final do século XX através da queda expressiva de fecundidade associada ao

declinio consistente dos niveis de mortalidade, ndo acompanhada pelos niveis de
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natalidade. Sendo assim, o envelhecimento populacional se consolida nessa

primeira metade do século XXI (IBGE 2009).

Associado ao crescimento e envelhecimento populacional esta, também, o
aumento da incidéncia de osteoporose - doenga de evolugdo silenciosa,
caracterizada pela perda de massa 6ssea. E, segundo a Organizacdo Mundial da

Saude, a osteoporose é a epidemia silenciosa desse século.

O impacto dessas doencas no mundo atual estimula novas linhas de
pesquisas buscando o entendimento amplo dessas enfermidades, suas
manifestacdes, melhores abordagens e formas de diagndstico mais rapido. Da
mesma forma, os métodos de tratamento sdo estudados, objetivando também

melhorar sua eficacia e diminuir possiveis efeitos colaterais indesejados.

Os Bisfosfonatos (BPs) sdo medicamentos amplamente utilizados nessas
doencas Osseas e metastaticas. A FDA (Food and Drug Administration) iniciou a
aprovacao do seu uso clinico em 1991. Entretanto, a partir de 2003, relatos de
necrose dos maxilares foram citados como efeito colateral associado a essa
medicacdo (MARX, 2003). Os BPS tornaram-se protagonistas em pesquisas
médicas e odontoldgicas. A literatura aborda estudos relacionados com as
propriedades farmacologicas, efetividade no tratamento das doencas, manifestacéao
de efeitos colaterais indesejados e possibilidade de controle desses, e aplicabilidade

do farmaco em outras especialidades odontolégicas.

Os Bisfosfonatos sao farmacos que interferem na remodelacédo 0ssea através
da inibicdo da reabsorcdo Ossea mediada pelos osteoclastos. Os BPs sao
resistentes a degradacdo enzimatica, apresentam meia vida biolégica longa. A

influéncia sobre o metabolismo 6sseo justifica sua extensiva utilizacdo no tratamento
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de doencas Osseas, tais como: doenca de Paget, hipercalcemia maligna, a
osteoporose e doencas metastéticas e osteoliticas. Os bisfosfonatos formam uma
classe de substancia quimica que apresenta uma ligacdo P-C-P em sua estrutura.
Diferentes substituintes, ligados ao carbono central dessa estrutura, dao
caracteristicas Unicas para cada farmaco. As propriedades fisico-quimicas dos BPs
sdo similares entre os membros da série; entretanto as propriedades anti-
reabsortivas diferem grandemente. Por causa dessa diferenca de poténcia entre
esses farmacos, suas doses clinicas também diferem acentuadamente.
(FERNANDES; LEITE; LANCAS, 2005). Além da grande afinidade pelo osso e sua
capacidade anti-osteoclastica, os bisfosfonatos apresentam propriedades anti-

angiogénicas (MERIGO et al., 2006).

A efetividade dessa droga no controle das doencas € indiscutivel. N&o
obstante, seus efeitos colaterais séo diversos. A osteonecrose dos maxilares (ONJ)
tem mostrado ser o mais preocupante para a Odontologia. Grande numero de casos
clinicos tem sido descritos na literatura internacional, de forma progressiva, desde
2003. H& uma preocupacdo em desenvolver métodos de tratamento curativo para
esse efeito secundério. Autores concordam que a manifestacdo da necrose néo esta
associada apenas a um fator, mas a um conjunto desses, tais como: interacéo
medicamentosa,; triade dose / tempo / via de administracdo do farmaco e doenca de
base do paciente. Acredita-se que a ONJ resulte de uma interligacdo entre
metabolismo ésseo alterado pelos BPs, trauma local, aumento da necessidade de
reparo 6sseo, infec¢@o e hipovascularizagdo. Assim, a necrose seria o resultado da
incapacidade do tecido 6sseo afetado em reparar e se remodelar frente a quadros
inflamatoérios desencadeados por estresse mecéanico (mastigacdo), exodontias,

irritacdes por proteses ou infeccdes dental e periodontal (MARTINS et al. ,2009).
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Segundo Abu-Id et al. (2008), os pacientes podem ser divididos em dois grupos de
risco: alto risco (pacientes portadores de doencgas malignas recebendo bisfosfonatos
via endovenosa e/ou quimioterapia e radioterapia) e baixo risco: pacientes fazendo

uso de BPs via oral sem histéria de quimioterapia e radioterapia.

Uma vez estabelecida a necrose o0ssea, outra discussdo se torna
fundamental: a forma de tratamento para esse efeito secundario. Segundo relato de
uma série de casos clinicos descritos por Borgioli (2009), o tratamento e 0 manejo
desses pacientes dependem do estagio clinico da necrose. Pacientes com
exposicdo Ossea assintomatica podem ser tratados com bochechos de
antimicrobianos contendo clorexidina 0,12% e avalia¢des clinicas regulares. Aqueles
com exposicdo 6ssea, dor e infeccdo devem ser tratados com antibidticos e
analgésicos, bem como bochechos com anti-sépticos. JA os pacientes com dor,
infeccdo, fistula oral e fraturas patologicas devem ser tratados com 0S mesmos
cuidados da situagdo anterior associada ao debridamento cirargico. Essas
abordagens ndo sdo tratamentos definitivos, mas paliativos. O controle dentério e
periodontal sédo fundamentais desde antes do inicio da terapia medicamentosa,
buscando prevenir o estabelecimento da necrose e consequente infeccéo

secundaria.

O uso da laserterapia também € discutido como uma possibilidade de
tratamento definitivo para a osteonecrose. Entretanto, apesar do grande potencial
para promover o controle da necrose, ndo se caracteriza como eficiente para a cura
com total reparo da mucosa e melhora de sinais e sintomas clinicos na maioria dos

casos (VESCOVI et al., 2008).
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InUmeros estudos sobre osteonecrose associada ao uso de BPs estéo
descritos na literatura. Apesar da grande quantidade de relato de casos clinicos, a
definicdo da melhor abordagem de um paciente com necessidade de ser submetido
tratamento odontolégico invasivo, ou tratamento da necrose estabelecida ainda néo
sdo conclusivas (KUMAR; MERU; SEDGHIZADEH, 2008; ABU-ID et al., 2008;

RUGGIERO et al., 2004; MARX et al.; 2005).

As visitas periddicas ao odontbélogo e a correta higiene bucal sao
fundamentais para manutencdo da saude bucal de todos. Agueles pacientes com
indicagdo para tratamento com terapia medicamentosa contendo Bisfosfonatos

devem ter um controle ainda mais rigoroso.

A partir desse questionamento fundamentou-se o objetivo desse trabalho:
observar o efeito da laserterapia no processo de reparo do alvéolo em ratos
submetidos a terapia medicamentosa com Bisfosfonato. Para essa pesquisa, foram
utilizados 54 ratos da raca Wistar. Os animais foram selecionados aleatoriamente e
divididos, de modo randomizado, em 3 grupos contendo 18 espécimes. Em todos os
grupos, o periodo de observacéo foi de 03 meses. O grupo G1 foi o controle; o G2
recebeu a medicacdo sem laserterapia e 0 G3 foi 0 grupo teste que recebeu terapia
medicamentosa e laserterapia. Cada grupo foi dividido em 2 subgrupos (métodos): A
— exodontia do incisivo inferior com fratura da tabua 6ssea; B — desgaste do primeiro
molar inferior com broca criando uma situacédo desfavoravel de resto radicular com
inflamacé&o. A escolha do animal roedor foi feita porque ja existiam trabalhos prévios
de administracdo dessa medicacdo aos ratos (dados de seguranca preé-clinicos
informados pelo fabricante — disponibilizados através da bula do Zometa), e pela

razdo desses animais, metabolicamente, serem mais rapido que o ser humano. Os
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ratos vém sendo utilizados como modelo experimental por numerosos
pesquisadores para avaliar o processo de reparo 0sseo. Assim, a resposta cicatricial
sob uma variedade de condi¢gGes tem sido bem documentada. Os ossos longos dos
ratos apresentam uma camada de osso cortical densamente mineralizada e bem
formada, ndo sofrem remodelacdo interna e, conseqientemente, adaptam-se ao
estudo da cinética 6ssea. Estudos prévios tém relatado um ciclo de remodelagéo
0ssea alveolar de seis dias, para ratos, comparados aos 60 a 120 dias para adultos
humanos. Além disso, a neoformacédo 6ssea em ratos tem sido observada apds seis
dias do tratamento cirdrgico (FRIESEN et al., 1999). Um viés nesse estudo, sem
davida, foi o risco aumentado de ocorréncia de infec¢do, por acumulo de racdo nas
regides manipuladas e pela condicdo de higiene do microambiente. A medicacéo
escolhida para o estudo foi um Bisfosfonato de indicacdo ampla e aplicacdo
endovenosa — Zolendronato: Bisfosfonato de dltima geracdo, indicado para
tratamento de pacientes com mieloma mdultiplo, osteoporose e metastase 0ssea de

tumores solidos, tais como cancer de prostata e cancer de mama.

A andlise macroscoépica dos resultados evidenciou que o reparo da ferida
epitelial completa esta diretamente relacionada ao grupo, quando comparado grupo
controle com grupos testes. Logo, a medicacgao interferiu no processo cicatricial do
tecido mole. E sabido que os BPs tém efeito anti-angiogénico nos tecidos proximos a
necrose, o que pode dificultar o reparo do tecido mole. O laser nédo influenciou no
processo de reparo quando aplicado em um dos grupos testes. Na literatura,
conforme ja citado anteriormente, a laserterapia parece influenciar potencialmente
na melhora dos sinais e sintomas clinicos da lesdo (VESCOVI et al., 2008). O atual
estudo discorda dessa possibilidade, ainda que o laser tenha sido aplicado antes do

aparecimento da necrose, objetivando evitar seu surgimento. Segundo Takeda
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(1988), o laser influenciou de forma benéfica no processo inicial do reparo de
alvéolos de ratos submetidos a exodontia. A circulagdo sangiinea € um
determinante importante para o reparo de feridas e para o alivio da dor. A melhora
da circulacdo, devido a radiacdo com o laser, pode ser considerada um dos
possiveis mecanismos da eficacia clinica do laser de baixa poténcia no tratamento
da dor ou para promover o reparo de feridas. Maegawa et al. (2000) estudaram o
efeito do laser ndo-ablativo na microcirculagdo mesentérica de ratos, in vivo, e na
concentracao sistolica de calcio em células musculares de vasos em ratos, in vitro.
Os resultados mostraram uma potente dilatacéo nas arteriolas radiadas com laser, o
gue levou a um aumento marcante na circulacdo sanglinea arteriolar. Entretanto, o
atual estudo revelou que a capacidade anti-angiogénica dos BPs é capaz de superar
o estimulo proliferativo do laser, dificultando o fechamento epitelial do alvéolo. Essa
dificuldade no processo de reparo do tecido mole concorda com o artigo de Martins
et al. (2009) que mostra que estes medicamentos interferem na proliferacdo do
epitélio de revestimento indicando que o efeito dos medicamentos sobre o tecido

epitelial pode induzir a alteracdo de reparo tecidual e fazer parte da fisipatogenia da

osteonecrose.

No presente estudo, verificamos que o laser n&o influenciou no
desenvolvimento da osteonecrose, néo se destacando como uma terapia positiva e
de eleicdo para evitar o desenvolvimento da lesédo necrética em pacientes que fazem
uso de BPs. O laser pode ser usado com sucesso para melhorar os sinais e
sintomas da osteonecrose (uma vez estabelecida) conforme relatado na literatura
(Vescovi et al, 2007; Vescovi et al, 2008; Merigo et al, 2006). Suas propriedades e
vantagens associadas ao seu uso, em outras pesquisas, com outros objetivos e com

diferentes metodologias sé&o indiscutiveis (Silva Junior et al, 2002; Blaya et al, 2008).
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Entretanto, os estudos relacionados a laserterapia como bioestimulador tém
protocolos variados e ndo determinam um valor especifico de dose, poténcia e
tempo ideiais para estimular a neoformacdo Ossea (Saito e Shimizu, 1997;
Campanha et al., 2010; Nicola et al., 2003; Weber et al., 2006). Na nossa pesquisa,
a LLLT n&o foi importante para cumprir o objetivo proposto com a metodologia

aplicada.

A Associagcao Americana de Cirurgia Oral e Maxilofacial (2007) estabeleceu
critérios para o diagnostico de osteonecrose incluindo: (1) tratamento prévio com
Bisfosfonato; (2) exposicao 6ssea persistente por mais de 8 semanas; (3) nenhuma
histéria de radioterapia prévia. No presente estudo o tempo de analise pés
operatoria foi de 45 dias; entretanto, é sabido que o metabolismo do roedor é mais
rapido que do humano. Logo, considerou-se a exposi¢cao 0ssea nesse periodo como
osteonecrose. Ainda sobre a anélise macroscopica, observou-se que a exposi¢cao
Ossea estava relacionada ao grupo, ou seja, 0S grupos testes mostraram um
aumento significativo da exposi¢cado 6ssea quando comparados ao grupo controle. Ja

o laser, novamente nao influenciou sobre o reparo.

O resultado macroscopico evidenciou pior reparo da ferida epitelial e maior
exposicdo Ossea quando utilizado o método cirdrgico de exodontia, 0 que nao
ocorreu na analise histologica. Isto provavelmente se deve ao fato de que, durante a
exodontia ocorreram multiplas fraturas da tabua 6éssea, ocasionando sequestros
0sseos na regido. Os sequestros (0sso necrdtico) ndo estdo relacionados com a
medicacdo, mas com a técnica cirdrgica. Além disso, na avaliacdo microscopica, 0
sitio de observacédo foi em uma regido mais profunda do alvélo (no grupo exodontia),

com o0 objetivo de analisar uma regido com maior quantidade Ossea, sem
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interferéncia dos sequestros 0sseos, ao passo que a observacdo macroscopica

necessariamente é realizada em uma area mais superficial.

A medicacédo, associada a patologia local, potencializa a chance de ter uma
osteonecrosse. Neste estudo ndo foi avaliada a associagcédo da doencga (cancer), que

poderia interferir negativamente em ambos os métodos.

Os resultados histologicos revelaram que ha relacdo direta da presenca de
0sso necrosado e da presenca de pus com o método utilizado. Quando foi criada
uma situacado desfavoravel com a broca, simulando restos radiculares, observou-se
pior desempenho cicatricial. As raizes residuais funcionam como focos sépticos, que
dificultam o reparo e cria um meio favoravel para uma infeccdo secundaria, o que
justifica o predominio de pus também no grupo controle quando foi utilizado o
método broca. A medicacdo ndo influenciou de modo significativo a presenca de
supuracao no tecido nem a presenca de necrose 0ssea. A atual pesquisa revela que
a osteonecrose esté vinculada a varios fatores locais e gerais, e ndo exclusivamente
ao uso dessa medicacdo. A associacdo dos BPs a outros medicamentos com
caracteristicas antiangiogénicas da quimioterapia pode contribuir intensificando o
fator de risco geral. Segundo Santos et al. (2008), a etiopatogenia da osteonecrose
continua em investigacao, mas a relagao entre o uso de BPs e o desenvolvimento de
necrose 0ssea em tecidos bucais apés a manipulacdo ou trauma tem ficado cada
vez mais evidente. Embora a etiologia desse processo osteonecrotico permaneca
obscura, véarias drogas para tratamento do cancer podem induzir osteonecrose e
algumas delas séo comumente usadas em associacdo com os BPS. Destacam-se
os corticéides, talidomida, vincristina, ciclofosfamida e metotrexato os quais tém

efeitos antiangiogénicos, como inibicdo do fator de crescimento fibroblastico.
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A variagdo genética individual frente ao metabolismo da droga pode conferir
resisténcia ou suscetibilidade ao desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares.
Além desses fatores gerais ou sistémicos, o fator local tem importancia fundamental
(MARX, et al., 2005; ABU-ID et al., 2008). A existéncia de um fator retentivo ou sitio
de infeccdo permite um desequilibrio na microbiota bucal, o que tende pode a
aumentar progressivamente se nao tratado. A presenca de restos radiculares
representa um foco séptico potencial com sinais de inflamacao e infeccao que séo
incapazes de involuir sem tratamento; mas mesmo assim podem, apresentar

equilibrio.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada nesse trabalho, concluiu-se que:

1- o zolendronato associado a uma situacdo patologica local (restos
radiculares— potenciais focos de infec¢do) potencializa o estabelecimento
de osteonecrose.

2- a laserterapia ndo influenciou no processo de reparo dos tecidos 6sseo e
mole em ambas situa¢des clinicas avaliadas;

3- a laserterapia ndo impediu o0 estabelecimento de osteonecrose nessa

metodologia aplicada.
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APENDICE

APENDICE 1 - Peso médio dos animais, em cada subgrupo, durante o
experimento.

31.7.09 | 19.8.09 | 26.8.09 23.9.09 | 24.9.09 19.10.09 | 22.10.09 | 13.11.09

Gl1A 263 g 318 g 374 ¢g 37749 403 g
G1B 238g | 285g 332g 311g 369 g
PRIMEIRA s SEGUNDA s TERCEIRA s MORTE
G2 A | 2759  3l4g 382 g 362 g 384 g
DOSE
DOSE DOSE
G2 B 264g | 338g 405 g 419 g 440 g
G3A | 204g  34lg 398 g 368 g 402 g
G3B 2009 | 3464 413 g 423 g 451 g
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ANEXO A — Protocolo da Comisséo Cientifica e de Etica da PUCRS

& 5 . s

> Comissdo Cientifica e de Etica

s Faculdade da Odontologia da PUCRS

>
Porto Alegre 13 de maio de 2009
O Projeto de: Dissertacdao

Protocolado sob n°: 0104/08
Intitulado: Andlise histomorfométrica do efeito da laserterapia (GaAlAs)

na cicatrizagao de alvéolos em ratos submetidos a terapia com
zolendronato

Pesquisador Responsédvel: Prof. Dr. Jodo Batista Blessmann Weber

Pesquisadores A iados Cristina de Moraes Izquierdo; Marilia Gerhardt de Oliveira

Nivel: Mestrado

Foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em /3 de maio de 2009.

Este projeto deverda ser imediatamente encaminhado ao CEUA/PUCRS

. Presidente da Comissao
Faculdade de Odontologia da PUCRS

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

Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul CEUA“

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PUCK> COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 075/09 - CEUA Porto Alegre, 16 de julho de 2009.

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e apiovou seu
protocolo de pesquisa, registro CEUA 09/00096, intitulado: “Analise
histomorfométrica do efeito da laserterapia (GaAIAs) na cicatrizacio
de alvéolos em ratos submetidos a terapia com zolendronato”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. Jodo Batista Weber
N/Universidade

Campus Central
PUC Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60 sala 314
® CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br
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ANEXO C - Declaracao do chefe de servigco de Medicina Experimental do
Laboratério de Experimentacdo Animal do Instituto de Cardiologia do Rio

Grande do Sul

rto Aleare, 13 de maio de 2009

Eu, Dra. Beatriz Schaan, chefe do servico de medicina experimental,
conhego o protocolo de pesquisa intitulado “Andlise histomorfométrica do
efeito da laserterapia (GaAlAs) na cicatrizagdo de alvéolos em ratos
submetidos & terapia com zolendronato,” desenvolvida por Prof. Dr Jo&o
Batista Blessmann Weber e a aluna Cristina de Moraes lzquierdo. Este projeto
sera realizado no Laboratério de Experimentagdo Animal do Instituto de
Cardiologia do Rio Grande do Sul com animais provenientes do Biotério da
Fundacéo Estadual de Produgéo Pesquisa em Saude — FEPPS.

O inicio desta pesquisa s6 podera ocorrer a partir da apresentagéo da
carta de aprovagéo do Comité de Etica para uso de Animais da PUCRS.

Declaro, também, que o laboratério possui camara de co disponivel
para a utilizagdo dos pesquisadores durante a realizagdo do projetos de
pesquisa.

Atenciosamente,

QK«Q;LM\ hool Conch N Chre

Dra Beatriz Schaan
Chefe do servigo de medicina experimental
Laboratério de Experimenta¢do Animal
Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul
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ANEXO D - Autorizacéo para uso de dependéncias do Laboratério de anatomia
Patoldgica da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

AUTORIZAGAO DO USO DE DEPENDENCIAS DE LABORATORIO
Porto Alegre, 07 de novembro de 2008.

A Comissao de Ciéncia e Etica da Faculdade de Odontologia-PUCRS

Autorizo, pelo presente, que as dependéncias do
Laboratério de Anatomia Patolégica da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do
Sul por mim coordenadas sejam utilizadas pelo(s) pesquisador(es) Prof. Dr. Jodo Batista
Blessmann Weber e aluna Cristina de Moraes |zquierdo com a finalidade de realizar
processamento histolégico de rotina para a técnica HE em 54 laminas e captura das
imagens com a camera acoplada ao microscopio. Eeses procedimentos deverdo ser
feitos durante a realizagao do projeto de dissertagéo intitulada “Analise histomorfométrica
do efeito do LLLT na cicatrizagdo de alvéolos em ratos submetidos a terapia com
Zolendronato ".

Atenciosamente,

/[

Prof. Dr. Mandel Sént'ana Filho
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