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RESUMO

Magalhées, T.G. EFEITO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE NO REPARO
DE ENXERTO OSSEO AUTOGENO PARTICULADO: ANALISE
HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA [Dissertacéo]. Fortaleza: Centro
Universitario Christus, 2017

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do laser de baixa
intensidade (LBI) no reparo 6sseo em defeitos de criados cirurgicamente em
calvaria de ratos tratados com enxerto 6sseo autdgeno (AB).

Material e métodos: O estudo foi realizado em 40 ratos machos
(Rattusnorvegicus, albinus, Wistar), pesando 200 - 250 g. Para a realizacdo
dos procedimentos experimentais, os ratos foram anestesiados e dois defeitos
com 4 mm de diametro foram criados em cada animal. Os animais foram
divididos em dois grupos: Grupo Controle (defeito direito - preenchido com
coagulo sanguineo; defeito esquerdo - preenchido com osso autégeno) Grupo
Experimental (defeito direito - preenchido com coagulo sanguineo + LBI; defeito
esquerdo - preenchido com o0sso autdgeno + LBI) . Os animais tratados com
LBI receberam aplicagdes de laser no comprimento de onda do espectro
infravermelho (A = 808 nm) e densidade de energia de 70 J / cm?, durante 20 s.
Os animais foram sacrificados nos dias 3, 7, 14 e 28 do pdés-operatorio e
receberam 1,3, 5 e 7 aplicacbes de LBI, respectivamente. Foi realizado analise
histoldgica. A porcentagem de areas de neoformacgdo Ossea foi avaliada
através da analise histomorfometrica e os dados submetidos a anélise
estatistica. Adicionalmente, os autores sugeriram no estudo um protocolo de
laserterapia para ser testado em procedimentos em procedimentos clinicos de
enxerto 0sseo.

Resultados: O grupo experimental (enxerto 6sseo + LBI) apresentou maior
area de osso neoformado (p<0,001) no periodo de 7 dias de pds-operatorio. No
periodo de 14 dias o Grupo Experimental (coagulo + LBI; enxerto 6sseo + LBI)
apresentou maior neoformacédo 6ssea que o Grupo Controle (p=0,038). Foi
sugerido um novo protocolo para ser avaliado em cirurgia de enxerto 6sseo

Concluséao: A terapia com laser de baixa intensidade pode acelerar o processo
de reparo de defeitos 6sseos.

Palavras chave: Terapia a laser de baixa intensidade, transplante 6sseo, 0sso
parietal



ABSTRACT

Magalhdes, T.G. EFFECT OF LOW LEVEL LASER IN REPAIR OF
PARTICULATED AUTOGENOUS BONE GRAFT: HISTOLOGICAL AND
HISTOMORPHOMETRIC ANALYSIS [Dissertation]. Fortaleza, Ce: Centro
Universitario Christus, 2017.

Objective: The objective of this study was to evaluate the effect of low-level
laser (LLL) on bone healing process in surgically created defects in rat calvaria
treated with autogenous bone graft (AB).

Material and methods: The study was conducted on 40 male rats
(Rattusnorvegicus, albinus, Wistar), 200-250 g weight. For accomplishment of
the experimental procedures, the rats were anesthetized and two defects in the
parietal bone with 4-mm diameter were created in each animal. The animals
were divided into two groups: Control Group (right defect — filled with blood clot;
left defect — filled with autogenous bone) Experimental Group (right defect —
filled with blood clot + LLL; left defect — filled with autogenous bone + LLL). The
animals treated with LLL received applications of laser at the infrared spectrum
wavelength (A = 808 nm) and energy density of 70 J/cm?, during 20 s. The
animals were euthanized at 3, 7, 14 and 28 days postoperatively and received
1.3, 5 and 7 LLL applications, respectively. A histological analyses was
performed. The percentage of newly formed bone area was evaluated through
histomorphometric analysis and the data were submitted to the statistical
analysis. Additionally, the authors suggested a laser protocol to be tested in
bone graft procedures.

Results: The experimental group (bone graft + LBI) presented larger newly
formed bone area (p <0.001) at 7 days post-operation. In the period of 14 days,
the Experimental Group (blood clot + LBI; bone graft + LBI) presented greater
newly bone formation area than the Control Group (p=0,038)

Conclusion: Low level laser therapy can accelerate the healing of bone
defects.

Key Words: Low-level light terapy, bone transplantation, parietal bone
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1 INTRODUCAO

A Implantodontia é uma especialidade odontologica que visa a
reabilitacdo do sistema estomatognatico apdés perdas teciduais devido a
doencas, traumatismos, atrofia, intervencdes cirurgicas, ou defeitos congénitos,
restaurando a funcdo, forma, estética e a autoestima de pacientes
(KAZANCIOGLU; EZIRGANLI; AYDIN, 2013; VALIATI et al., 2012). E estimado
que cerca de 2,2 milhdes de procedimentos de enxerto ésseo sdo realizados
em todo o mundo para reconstruir defeitos nos campos da cirurgia ortopédica,
neurocirurgia, implantodontia e cirurgia buco-maxilo-facial( CUNHA et al., 2014;
GARCIA et al., 2014).

Para realizar uma reabilitacdo oral € necessario, em muitos casos,
submeter os pacientes a procedimentos de reconstrucbes Osseas antes da
instalacdo de implantes dentarios. O objetivo é induzir a regeneracao, isto é, a
neoformacdo O0ssea que, depois de passar por processos de remodelacao,
forma tecido 6sseo idéntico ao tecido pré-existente (VALIATI et al., 2012). O
processo de regeneracdo 6ssea, que inclui a proliferacdo e diferenciacao dos
fibroblastos, formacao de matriz e calcificacao, é influenciado por uma série de
fatores biomecanicos, bioquimicos, celulares e hormonais (MONEA et al.,
2015). Apesar dos avancgos tecnolégicos na Implantodontia, o volume 6sseo
suficiente no local de inser¢cdo de um implante, associado a sua correta posi¢ao
tridimensional, sdo cruciais para o sucesso a longo prazo de uma reabilitacdo
com implante dentario(GULTEKIN et al., 2016; CHAPPUIS et al., 2016).

Muitos métodos e materiais tém sido utilizados para reconstruir defeitos
0sseos alveolares. Biomateriais sdo utilizados em cirurgias de enxerto 6sseo e
podem ser classificados em sintéticos ou aloplasticos e naturais. Exemplos de
biomaterias sintéticos sdo sulfato de calcio, fosfato de calcio, polimeros e
vidros bioativos. Biomateriais naturais sdo: enxerto 0sseo autégeno (quando
coletados do mesmo individuo), homogenos (quando coletados de individuos
da mesma espécie) e heterdgenos (coletados de espécies diferentes). Devido
as suas propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras, o
enxerto autdgeno € considerado o padrdo ouro para reconstrucdo de defeitos

0sseos alveolares, apresentando uma excelente previsibilidade e sucesso nos
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resultados para a posterior instalacbes de implantes dentarios(
KAZANCIOGLU; EZIRGANLI; AYDIN, 2013; WU et al., 2015; GULTEKIN et al.,
2016). Isso se deve a caracteristicas de biocompatibilidade, gerando assim
reacdes imunoldgicas minimas, a presenca de células osteogénicas viaveis e
proteinas da matriz 6ssea que permitem a osteoinducdo e osteogénese nos
defeitos tratados (GARCIA et al., 2014).

Terapias adjuvantes aos procedimentos de enxerto 6sseo tém sido
investigadas para reduzir a incapacidade funcional, o tempo de tratamento e os
elevados custos socioecondémicos relacionados com os defeitos 6sseos dos
maxilares ( BARBOSA et al.,, 2013; BABUCCU et al., 2014; GARCIA et al.,
2014). Terapias com laser sdo frequentemente utilizadas como adjuvantes em
varios tratamentos na Odontologia (MONEA et al., 2015). O termo laser é um
acronimo da lingua inglesa que significa Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, ou seja, Amplificacdo de luz por emissao estimulada de
radiacao. Atualmente, no que diz respeito a nomenclatura, o termo laserterapia
é utilizado para laser de baixa intensidade (LBI).

Os lasers séo classificados na literatura, como lasers de baixa e alta
intensidade, sendo as principais diferencas entre eles relacionadas a poténcia
e 0 mecanismo de acdo. Os lasers de alta intensidade agem por aumento de
temperatura e os de baixa por mecanismos fotoquimicos, fotofisicos e
fotobiolégicos. O tipo de laser mais utilizado nos tratamentos clinicos
odontolégicos é o laser em baixa intensidade, uma vez que tem acgao
analgésica, antiinflamatéria e bioestimulante, contribuindo para regeneracdo
tecidual (NEVES et al., 2005)

A radiacdo laser de baixa intensidade € bem tolerada pelos tecidos e
pode ser utilizada sem riscos para o paciente. Os tipos mais utilizados com
estas finalidades sdo radiacao laser Hélio-Nebnio (HeNe), Arseneto de Galio
(AsGa) e Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl) (NEVES et al.,, 2005;
ASNAASHARI & ZADSIRJAN, 2014).

O uso do LBI envolve a aplicacdo de uma luz monocromética com baixa
densidade energética, que promova eftos fotoquimicos nao-térmicos no nivel
celular (BARBOSA et al.,, 2013). Trata-se de uma ferramenta terapéutica
acessivel, que ndo requer o uso concomitante de medicamentos e nao

promove danos térmicos ao tecido (SELLA et al., 2015). Investigac¢des in vivo e
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in vitro demonstraram que o uso do laser de baixa intensidade pode acelerar o
processo de reparo de defeitos 6sseos (BARBOSA et al., 2013).

O exato mecanismo de acéo da terapia com o laser de baixa intensidade
no reparo 0sseo nao é bem compreendido (BOSCO et al., 2016), mas tem sido
descrito que pode promover angiogénese e aumentar o fluxo sanguineo local
(aumentando o fornecimento de células circulantes, nutricdo, oxigénio e sais
inorganicos), aumento da atividade osteoblastica, organizacdo das fibras
colagenas e alteracdes nos niveis mitocondriais e de trifosfato de adenosina
(ATP) intracelulares ( BARBOSA et al., 2013; BATISTA et al., 2014; CUNHA et
al., 2014; BABUCCU et al., 2014).

Em baixas doses, demonstrou-se que a terapia com o laser de baixa
intensidade melhora a proliferacdo in vitro de varios tipos de células:
fibroblatos, queratinécitos, células endoteliais, osteoblastos e linfocitos. Trata-
se de um método ndo-invasivo de estimular a osteogénese e acelerar a
cicatrizacdo de defeitos 6sseos (CUNHA et al., 2014). Essa modalidade
terapéutica apresenta um importante efeito positivo na producdo de fator de
crescimento fibroblastico (bFGF), que estdo envolvidos na transferéncia de
sinalizacdo entre o epitélio e o tecido conjuntivo, colaborando na deposicéo de
fibras colagenas mais organizadas.

A fototerapia com laser pode proporcionar efeitos antiinflamatoérios,
analgésicos e bioestimulantes, aumentando a microcirculacdo da area irradiada

e promovendo melhores condi¢gdes de reparo (DE ALMEIDA et al., 2014).

1.1 Problematizacao

O uso de enxerto 6sseo autdbgeno para posterior reabilitacdo com
implante dentario € uma opcéao terapéutica para reconstrucdo de defeitos no
rebordo alveolar, apresentando bons resultados e alta previsibilidade.
Entretanto, o tempo prolongado para a cicatrizacdo dos enxertos 0sseos causa
uma insatisfagdo dos pacientes, que permanecem com reabilitacdes

provisdrias ou até mesmo edéntulos durante esse periodo de reparo tecidual.
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1.2 Hipd6tese

A terapia com laser de baixa intensidade diminui o tempo de reparo e
aumenta a neoformacdo 6ssea dos enxertos autdégenos realizados na calota

craniana de ratos.

1.3 Justificativa

Na prética clinica do Cirurgido-Buco-Maxilo-Facial e Implantodontista, as
cirurgias de enxerto 6sseo, visando a reabilitacdo do sistema estomatognético,
estdo entre o0s procedimentos mais realizados. Esses tratamentos
reabilitadores necessitam muitas vezes de multiplos procedimentos cirargicos.
Terapias com laser de baixa intensidade, adjuvantes as cirurgias de enxerto
0sseo, tém sido investigadas para reduzir a incapacidade funcional relacionada
ao defeito 6sseo dos maxilares e ao edentulismo. A falta de estudos que
proponham e avaliem protocolos para a aplicacdo de LBI em tratamentos de

reconstrucao 6ssea por enxerto justificam a presente pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Avaliar o efeito do laser de baixa intensidade no processo de reparo dos
enxertos 0sseos autdgenos particulados, colhidos da calota craniana de ratos.

2.2 Especificos

Realizar analise descritiva da cronologia do reparo 6sseo em defeitos na
calota craniana de ratos e a influéncia do LBI neste processo.

Quantificar a neoformacao 6ssea de defeitos 6sseos reconstruidos com
enxerto 6sseo autdgeno particulado.

Sugerir um novo protocolo de laserterapia para ser avaliado em cirurgias

de enxerto 6sseo dos maxilares em humanos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo do tipo experimental, laboratorial, longitudinal, in
vivo, de carater analitico quantitativo, auto-controlado, com amostras

independentes.

3.2 Consideracdes éticas

O presente trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica no uso de
Animais (CEUA) da Unichristus e aprovado sob numero do protocolo 004/16
(ANEXO). A pesquisa foi realizada seguindo as normas e diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), visando
principios e condutas que permitam garantir o cuidado e o0 manejo éticos de

animais utilizados para fins cientificos ou didéticos.

3.3 Descricdo da amostra

Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar (Ratus norvegicus
albinus), clinicamente sadios, adultos jovens (entre 70 e 90 dias de vida), com
massa corporal entre 200 — 250g, provenientes do Biotério da Unichristus. Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com assoalho forrado por
serragem de pinho estéril, regularmente higienizadas, com acesso a racgao
peletizada padronizada e agua ad libitum, sendo interrompida a distribuicdo
destas 12 horas antes do procedimento cirdrgico. As condi¢cdes de iluminacéo e
climatizacao foram controladas, obedecendo a ciclos claro/escuro de 12 horas
e temperatura entre 22 e 24°C. No pré-operatoério, foram mantidos 5 animais
em cada gaiola. No pés-operatorio, devido ao porte cirdrgico, os animais foram

mantidos em gaiolas individualizadas.



20

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo controle e
experimental com 20 ratos em cada grupo. Todos foram submetidos a duas
osteotomias na regido parietal, criando-se dois defeitos de 4 mm de diametro
em cada animal. Nos grupos avaliados, os animais foram eutanasiados nos
periodos de 3, 7, 14 e 28 dias p6s-operatério, com 5 animais em cada periodo.

No grupo controle, o defeito do lado direito foi naturalmente preenchido
por coagulo, sendo denominado de Controle Coégulo (CC), j& no lado
esquerdo deste grupo, o defeito foi preenchido por enxerto autdgeno
particulado manualmente, sendo denominado de Controle Enxerto (CE) (Figura
1A). Para o grupo experimental, o defeito do lado direito foi preenchido
naturalmente por coagulo e recebeu aplicacbes de Laser conforme sera
descrito, sendo denominado de Laser Coagulo (LC), enquanto que o lado
esquerdo do mesmo grupo foi preenchido por enxerto particulado manualmente
e foi submetido a terapia com LBI, sendo denominado de Laser Enxerto (LE)
(Figura 1B).

Figura 1- Desenho esquematico dos grupos e defeitos criados

A Grupo Controle B Grupo Experimental

ontrole Controle Laser Laser
Codgulo nxerto Coagulo

Fonte: Elaborada pelo préprio autor
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3.4 Técnica operatOria e materiais utilizados

Cada animal recebeu medicacdo anestésica através da associacdo das
drogas cloridrato de xilazina 2% (0,025ml/100g) (Francotar, Virbac do Brasil
Ind. Com. Ltda., S&o Paulo, Brasil) e cloridrato de ketamina 5% (0,05mI/100g)
(Vyrbaxil, Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda., S&o Paulo, Brasil), por via
intraperitoneal (Figura 2).

Figura 2 - Infiltracdo de solucéo anestésica por via intraperitoneal para
sedacédo dos animais

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

Em seguida, realizou-se tricotomia na regido craniana, antissepsia com
solucdo de clorexidina 2% (Industria Farmacéutica Rioquimica, S&o José do
Rio Preto, S&o Paulo), aposicdo de campos cirargicos e infiltracdo de
anestésico local com lidocaina 2% e epinefrina 1:200.000 (DFL, Industria &
Comeércio S.A, Rio de Janeiro, Brasil) no couro cabeludo (Figura 3) para
promover anestesia trans e pés-operatéria imediata, além de proporcionar uma

hemostasia satisfatria durante o procedimento cirargico.
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Figura 3 - Infiltracdo de anestésico local

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

Em seguida, com o auxilio de uma lamina de bisturi N°15 (Feather
Industries Ltda, Tokyo, Japdo) montada em um cabo de bisturi N°3 (Golgran,
S&do Caetano do Sul, Sdo Paulo) foi realizado uma incisdo semilunar no couro
cabeludo, na regido anterior da calvaria, permitindo o rebatimento de um

retalno de espessura total (Figura 4) para a regiao posterior (GARCIA et al.,

Figura 4 - Vista superior da calota craniana do animal apos o rebatimento do
retalho de espessura total para regido posterior

Fonte: Elaborada pelo proprio autor
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2014).

Com uso de brocas trefinas cirtrgicas (4 mm de didmetro) montadas em
um contra-angulo redutor 1:20 (Kavo, Santa Catarina, Brasil) (Figura 5)
acoplado a um motor elétrico cirdrgico, com velocidade constante de 1200
RPM, e sob irrigacdo externa continua e abundante com solucéo fisiologica,
foram realizadas osteotomias na regido parietal bilateralmente, abrangendo
toda a espessura da diploe, preservando a dura-mater e o cérebro durante a

craniotomia.

Figura 5 - Posicionamento da broca trefina, acoplada ao contra-angulo redutor
20:1 durante a osteotomia

My ]

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

Em seguida, o bloco 6sseo parietal, foi cuidadosamente removido com
ajuda de espéatula Hollenback 3s (Golgran, Sdo Caetano do Sul, Sdo Paulo)
(Figura 6) e armazenado temporariamente em uma cuba com soro fisiolégico
0,9%.



24

Figura 6 - Posicionamento da espatula Hollenback 3s para remocéo do bloco ésseo

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

Nos dois grupos, os defeitos criados no lado esquerdo foram
preenchidos com o0sso autdgeno particulado e inseridos no defeito. No lado
direito o defeito foi naturalmente preenchido com coagulo (Figura 7).

Figura 7 - Vista superior da calota craniana apos realizacdo das osteotomias .
No lado direito o defeito ésseo foi preenchido naturalmente com coagulo e no
lado esquerdo o defeito foi preenchido com osso autégeno

Fonte: Elaborada pelo préprio autor
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Em seguida, os tecidos moles foram reposicionados e suturados para
permitir o fechamento primario (4-0 Nylon, Ethicon, Johnson & Johnson, S&o
Paulo, Brasil) (Figura 8). Apds os procedimentos cirargicos, cada animal
recebeu uma injecao intramuscular de 24.000 Ul de penicilina G benzatina
(Pentabidtico veterinario pequeno porte, Fort Dodge, Saude Animal Ltda.,
Campinas, SP, Brasil) e analgésico (Dipirona sodica 0.25mg/kg, Fort Dodge,
Campinas, Brasil) subcutaneo no pdés-operatério imediato. Todos 0s passos

cirargicos foram realizados pelo mesmo cirurgido.

Figura 8 - Vista superior mostrando a sutura interrompida simples na pele do
animal

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

3.5 Terapia com laser de baixa intensidade

Os animais do grupo experimental foram submetidos a terapia com laser
de baixa intensidade, usando um laser diodo de Arseneto de Galio Aluminio
(AsGaAl) (Therapy XT-ESTM, DMC Equipamentos, Sao Carlos, SP, Brasil) que
apresenta luz infravermelha com comprimento de onda de 808 nm, 100 mW de
poténcia e spot size 0.028 cm?. A aplicacdo foi feita de forma pontual, com uma
dose por sessédo de 2J e densidade de energia de 70 J/cm? na area do defeito
0sseo durante 20 segundos, com a ponta do laser posicionada por cima e
perpendicularmente ao longo eixo do 0sso e uma distancia < 5mm (Figura 9).
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Figura 9 - Aplicacéo do laser de baixa intensidade

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

A primeira sessao foi realizada logo apds a adaptacao do enxerto no
leito receptor esquerdo e autopreenchimento com coagulo no lado direito, antes
do reposicionamento dos tecidos moles. Os animais eutanasiados com 3 dias
receberam apenas uma aplicacdo do laser (no trans-operatério). Os animais
que receberam eutandasia nos periodos de 7 e 14 dias de pds-operatorio foram
submetidos a terapia com LBI em intervalos de 72 horas entre as aplicagbes
(totalizando 3 e 5 sessfes para cada um dos respectivos grupos). Os animais
eutanasiados com 28 dias de poOs-operatorio receberam laserterapia com
intervalos de 72 horas até a segunda semana de pés-operatério. A partir desta,
as aplicacdes de laser passaram a ser realizadas semanalmente, totalizando 7
sessoes de laserterapia (Tabela 1).
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Tabela 1 - Sessdes de laserterapia por periodos do estudo

Dia 0O Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dial2 Dial9 Dia?26

Eutanasia
) X
3 dias
Eutanasia
' X X X
7 dias
Eutanasia
_ X X X X X
14 dias
Eutanasia
, X X X X X X X
28 dias

3.6 Eutanasia e coleta das amostras

A eutanasia dos animais foi realizada em quatro periodos diferentes
(3,7,14 e 28 dias de pds-operatério) por meio da administracdo de uma
sobredose de anestésica, utlizando-se cloridrato de ketamina 5%
(0,15ml/100g) por via intraperitoneal (ESTEVES et al., 2013; MOURARET et
al., 2014). Em cada um dos periodos de avaliacdo realizou-se a eutanasia de
cinco animais de cada grupo, gerando uma amostra de 20 espécimes (lado
esquerdo e direito) por periodo.

O osso da calvaria foi removido e 0s 0ssos parietais foram separados,
mantendo o tecido mole supraperiosteal. As pecas foram fixadas em solucdo
de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos®, Dinamica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) e mantidos em frascos de plasticos
previamente etiquetados, durante 48h. em seguida, foram lavadas em agua

corrente por 24 horas.

3.7 Preparo das laminas histologicas
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As pecas obtidas foram descalcificadas em solucéo de acido férmico 7%
por quatro dias, com troca do &cido a cada 48 horas. Apds a descalcificacéo,
0s espécimes foram colocados devidamente identificados em cassetes e
passaram por um processo automatizado (LEICA TP 1020), por 24 horas,de
desidratacdo em uma concentracdo gradual de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e
100%), posteriormente foram diafanizados em xilol para remocdo do excesso
de alcool. Em seguida foram imersos em parafina a 65°C e imediatamente
resfriadas a -4°C por 10 minutos para confeccdo dos blocos de parafinas. Nos
blocos obtidos, foram realizados cortes longitudinais de aproximadamente 5um

de espessura, seguidos de coloragdo com Hematoxilina — Eosina (H.E).

3.8 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

Trés seccdes histolégicas representando o centro do defeito cirdrgico
foram selecionadas para analise histolégica e histomorfométrica. As imagens
dos cortes longitudinais foram obtidas com uma céamera digital (Leica
Mycrosystems, DFC295) acoplado a um microscépio de Iluz (Leica
Mycrosystems, DM2000) com aumentos de 40X. As imagens foram capturadas
pelo software LAS (Leica Application Suite) (Figura 10).

As imagens digitais obtidas foram salvas em computador. Foram criadas
imagens compostas pela combinacdo das trés imagens menores, pois nao era
possivel capturar todo o defeito em uma Unica imagem ao nivel de ampliacéo
usado (DE OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016).

Na analise descritiva 0s seguintes parametros foram analisados:
presenca ou auséncia de infiltrado inflamatério, tecido de granulacéo, areas de
osso neoformado, padrdo de organizacdo das fibras colagenas no tecido

conjuntivo.
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Figura 10 - Software LAS (Leica Application Suite) utilizado para captura das
imagens N0 Microscopio

hput 05073

i
i

Fonte: Elaborada pelo préprio autor

3.9 Andalise histomorfométrica

A percentagem de neoformagéo 6ssea dentro dos defeitos criados nas
calotas dos animais foi mensurada por meio da histomorfometria nos periodos
de 7, 14 e 28 dias ap0s as cirurgias. O periodo de 3 dias ndo entrou nesta fase
do estudo por ndo haver relatos de neoformacao 6ssea em ratos nesse periodo
(ESTEVES et al.,, 2013). Foi realizado também a quantificagdo da area
referente ao o0sso total, que inclui as particulas enxertadas e as areas de
neoformacédo dssea, nos defeitos Controle Enxerto e Laser Enxerto.

As imagens obtidas previamente foram submetidas a andlise
histomorfométrica realizada com o Software Image J® (Nacional Institute of
Mental Health, USA). Inicialmente, utilizou-se a ferramenta polygon selections e
foram demarcadas e identificadas: a area total do defeito (Figura 11 A), areas
de enxerto 6sseo (Figura 11 B) e areas de neoformacdes Gsseas (Figura 11 C).
Em seguida, utilizou-se os comandos Analyse > Measure para obtencdo dos

resultados em pixels (Figura 11 D).
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Para o calculo da percentagem de neoformacao éssea, utilizou-se a

pY

) A )
férmula A—T:x 100% , em que o An correspondeu a area total de 0sso

neoformado e At correspondeu a é&rea total do defeito (KIM; KIM; MOON,
2016). Os dados foram inseridos em uma planilha do Excel® para andlise dos
resultados.(Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA).

Figura 11 - Processo de andlise das imagens para a histomorfometria.
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3.10 Anélise estatistica

Os dados foram expressos em forma de média e erro-padrao da
média e analisados por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. As
comparacdes se deram por meio dos testes t de Student, ANOVA seguido do

pos-teste de Bonferroni (p<0,05, Graph Pad Prism 5,0).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise qualitativa

Os resultados obtidos das 80 laminas foram analisados de forma
descritiva por meio da microscopia Optica dos grupos controle e experimental

em cada periodo de observacéo:

4.1.1 Periodo de 3 dias

Foi observado no defeito Controle Codgulo o preenchimento do defeito
por intenso infiltrado inflamatério permeado por fibras colagenas ainda
imaturas, com inicio do processo de reabsorcdo e necrose superficial na
margem da osteotomia. Neste periodo ndo se evidenciou areas de
neoformacgédo 0ssea (Figura 12 A).

No defeito Controle Enxerto, observou-se a presenca de particulas de
enxerto, apresentando moderado infiltrado inflamatério entre o leito receptor e o
fragmento enxertado, com predominancia de células polimorfonucleares do tipo
neutréfilos, porém em menor intensidade em relagdo ao defeito CC (Figura 12
C).

No defeito Laser Coagulo, observou-se uma menor quantidade de tecido
inflamatorio quando comparado ao defeito CC. Evidenciou-se necrose na borda
do leito receptor e auséncia de sinais de reparo do defeito (Figura 12 B).

No defeito Laser Enxerto, foi possivel observar na maioria dos
espécimes que na interface entre a particula de enxerto e o leito receptor
houve deposicdo de fibras coldgenas parcialmente organizadas e infiltrado
inflamatorio de menor intensidade quando comparadas aos outros defeitos

deste periodo (Figura 12 D).
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Figura 12 - Fotomicrografia dos defeitos controle e experimental com 3 dias de
observacédo. H.E. Original. 100x.

(A) Contole Coéagulo, (B) Laser Coéagulo, (C) Controle Enxerto, (D) Laser

Enxerto. * - Leito receptor, ** - 0sso enxertado.

4.1.2 Periodo de 7 dias

No defeito CC, observou-se ainda um intenso infiltrado inflamatério,
porém com fibras coldgenas mais organizadas e auséncia de neoformacao
Ossea. Lacunas de Howship sédo evidenciadas na margem pouco necrética do
defeito, evidenciando-se a presenga de osteoclasto (Figura 13 A).

No defeito CE, se observa tecido de granulacdo mais maduro e fibras
colagenas bem estabelecidas entre as particulas de enxerto e o leito receptor
(Figura 14 A).

No defeito LC €& possivel observar moderado infiltrado inflamatério e
areas de neoformacédo 6ssea partindo da margem e porcao basal do defeito em
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direcéo ao centro e superficie do local da osteotomia, com formacéo de tecido
ostedide sendo depositado por osteoblastos (Figura 13 B).

No defeito LE observa-se fibras colagenas organizadas no tecido entre o
leito receptor e o enxerto, presenca de osso neoformado nas margens e nas
particulas de enxerto. Evidencia-se ainda infiltrado inflamatério moderado
(Figura 14B e Figural5).
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Figura 13 - Fotomicrografia dos defeitos controle e experimental com 07 dias de observacao. H.E. Original. 40x.

(A) Contole Coagulo, (B) Laser Coagulo. * - Leito receptor, ** - Osso enxertado, — Osso neoformado
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Figura 14 - Fotomicrografia dos defeitos Controle Enxerto e Laser Enxerto com 07 dias de observacao. H.E Original 40X.

(A) Controle Enxerto, (B) Laser Enxerto. * - Leito receptor, ** - Osso enxertado, — Osso neoformado
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Figura 15 - Fotomicrografia do defeito Laser Enxerto no periodo de 7 dias. H.E.
Original. 100X.

** . 0SS0 enxertado, — Osso neoformado

4.1.3 Periodo de 14 dias

No defeito Controle Coagulo observou-se em alguns espécimes areas
de neoformacgéo 6ssea somente nas bordas da osteotomia. Em nenhuma das
amostras foi observado neoformacgéo 6ssea em todo o comprimento do defeito.
Ainda foram encontradas células inflamatérias, embora em quantidade bem
reduzida (Figura 16 A).

No defeito Controle Enxerto, todos dos espécimes apresentaram areas
de neoformacgéo nas bordas dos defeitos e entre as particulas enxertadas. N&o
foi observado o processo de unido entre os blocos enxertados, porém as fibras
coldgenas ja se apresentaram bem organizadas no interior do tecido
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conjuntivo. Areas de neoformacdo Ossea ao longo da extensdo do defeito
foram evidenciadas nas amostras (Figura 17 A).

No defeito Laser Coagulo foi observado deposicdo de matriz ostedide
em todos o0s espécimes analisados e o tecido conjuntivo apresentou fibras
colagenas bem organizadas. O infiltrado inflamatério apresentou-se bastante
reduzido. Areas de neoformacdo 6ssea foram observadas em todas as
amostras deste grupo (Figura 16 B e Figura 18).

No defeito Laser Enxerto foi possivel observar muitas areas de
neoformacdo Ossea e inicio do processo de unido entre as particulas de
enxerto. Em alguns espécimes foi observado o preenchimento da por¢édo basal
do defeito com osso neoformado com fibras colagenas bem organizadas,

demonstrando maior grau de maturacdo da area enxertada (Figura 17 B).



Figura 16 - Fotomicrografia dos defeitos Controle Coagulo e Laser Codgulo com 14 dias de observacao. H.E. Original. 40x.

(A) Controle Coagulo, (B) Laser Coagulo. * - Leito receptor, — Osso neoformado
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Figura 17 - Fotomicrografia dos defeitos Controle Enxerto e Laser Enxero com 14 dias de observacao. H.E. Original 40x.

(A) Controle Enxerto, (B) Laser Enxerto. * - Leito receptor, ** - Osso enxertado, — Osso neoformado
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Figura 18 Fotomicrografia do defeito Laser Coagulo no periodo de 14 dias. H.E.
Original. 100x.

* - Leito receptor, — Osso neoformado

4.1.4 Periodo de 28 dias

No defeito CC, evidenciou-se um processo de neoformagdo Ossea,
partindo da borda em direcdo ao centro do defeito, com grau de maturagéo
mais acentuado, porém nédo foi observado ainda o preenchimento de toda
extensdo da cavidade (Figura 19 A).

No defeito CE, observou-se um processo de neoformacdo Ossea
intenso, no qual as particulas de enxerto sofreram processos de remodelacéo e
percebeu-se uma unido entre os blocos enxertados com osso neoformado
provenientes da borda do defeito e da dura-mater (Figura 20 A).

No defeito LC, notou-se a presenca de neoformacédo 6ssea nas bordas
do defeito, porém sem o preenchimento de todo o defeito. Fibras colagenas
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foram observadas em maior quantidade e mais bem organizadas,
demonstrando um maior grau de maturacgéo do tecido conjuntivo (Figura 19 B).

No defeito LE, evidenciou-se neoformacédo dssea nas bordas do defeito
e entre as particulas de enxerto 0sseo, uma proliferacdo acentuada de tecido

conjuntivo em toda a extensao da osteotomia (Figura 20 B).
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Figura 19 - Fotomicrografia dos defeitos Controle Codgulo e Laser Coagulo com 28 dias de observacgdo. H.E. Original. 40x.

(A) Contole Coagulo, (B) Laser Coagulo. * - Leito receptor, — Osso neoformado
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Figura 20 - Fotomicrografia dos defeitos Controle Enxerto e Laser Enxerto com 28 dias de observagéo. H.E. Original 40x.

(A) Controle Enxerto, (B) Laser Enxerto. * - Leito receptor, ** - Osso enxertado, — Osso neoformado
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Figura 21 - Fotomicrografia do defeito Controle Coagulo no periodo de 28 dias.
H.E. Original. 100X.

* - Leito receptor, — Osso neoformado

4.2 Anélise histomorfométrica

4.2.1 Avaliacdo do percentual de &area referente ao osso neofornado

O grupo controle coagulo ndo mostrou aumento da area total de
osso do dia sete (0,0+0,0%) para o dia 14 (6,4+0,8%), com aumento
significante apenas a partir do 28° dia (19,5+4,8%) (p=0,002). O grupo laser
coagulo mostrou aumento significativo da area total do osso do dia sete
(3,9+2,5%) para o dia 14 (30,6+6,3%), sem alteracdo significante deste dia
para o dia 28 (21,9+0,1%) (p=0,003).

O grupo controle enxerto mostrou aumento significativo do dia sete
(0,0+£0,0%) para o dia 14 (11,9+1,7%) e deste para o dia 28 (24,8+3,1%)
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(p<0,001). Por sua vez o grupo laser enxerto ndo mostrou variacao significativa
do dia sete (11,3+3,2%) para o dia 14 (21,4+10,1%), nem para o dia 28
(11,1+0,1%) (p=0,331).

No periodo de sete dias, 0 grupo laser enxerto apresentou maior
percentual de osso neoformado que os demais grupos (p<0,001), no 14° os
grupos laser codgulo e laser enxerto apresentaram maior neoformacao 0ssea
gue os grupos nao tratados com laser (p=0,038) e no 28° dia todos 0s grupos
apresentaram maior neoformacdo Ossea que 0 grupo tratado com laser e
enxerto (p=0,001).

Figura 22 - Grafico mostrando a percentagem de 0sso neoformado nos
periodos de 7,14 e 28 dias

[ ] cControle coagulo
[ ]Laser coagulo

Controle enxerto
Laser enxerto

Osso neoformado (%)
P P D N W w b
gy gq®

I_'I'_|

7 dias 14 dias 28 dias

*p<0,05, Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)

4.2.2 Avaliacéo do percentual de &rea referente ao osso total

O grupo controle coagulo ndo mostrou aumento da area total de

osso do dia sete (0,0+0,0%) para o dia 14 (6,4+0,8%), com aumento
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significante apenas a partir do 28° dia (19,5+4,8%) (p=0,002). O grupo laser
coagulo mostrou aumento significativo da area total do osso do dia sete
(4,0+£2,4%) para o dia 14 (27,9+4,0%), sem alteracao significante deste dia
para o dia 28 (47,0+11,4%) (p=0,006).

O grupo controle enxerto ndo mostrou diferenca significativa entre a
guantidade de osso total do dia sete (22,0+1,5%) para o dia 14 (26,9+4,0%) e
para o dia 28 (47,0£7,2%) (p=0,097). Da mesma forma, o0 grupo laser enxerto
ndo mostrou variacdo significativa do dia sete (39,0+8,5%) para o dia 14
(56,7+4,8%), nem para o dia 28 (37,0+0,60%) (p=0,106).

No sétimo dia o grupo laser enxerto apresentou maior percentual de
area de osso total que os demais grupos (p<0,001). No 14° dia o grupo laser
enxerto apresentou maior area de 0sso total que os grupos laser coagulo e
controle enxerto e estes dois grupos mais 0sso total que o grupo controle
coagulo (p=0,001). No 28° dia, os grupos controle enxerto e laser enxerto
mostraram mais 0sso total que os grupos nao enxertados (p=0,033).

Figura 23 - Gréafico mostrando a percentagem de 0sso total nos periodos de
7,14 e 28 dias
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4.3 Sugestéo de protocolo de terapia com laser de baixa intensidade para
aplicacao clinica

Levando-se em consideracdo que o metabolismo dos ratos € em torno
de trés vezes mais acelerado que o metabolismo humano (FIALHO, 1986;
CARVALHO & OKAMOTO, 1987), os autores do presente estudo sugerem uma
adaptacdo do protocolo utilizado na realizacdo desta pesquisa para ser
avaliado em procedimentos de enxertia 6ssea em humanos.

O processo de cicatrizacdo tem trés fases: fase de substrato, fase
proliferativa e fase de remodelacdo. A maioria dos relatos de biostimulagéo a
laser sugerem que seus maiores efeitos ocorrem durante a fase proliferativa
(ABOELSAAD et al., 2009).

Baseado nesses achados, a sugestao de protocolo de aplicacdo de laser
para ser testado na prética clinica de cirurgia de enxerto 0sseo apresenta 0s
seguintes parametros:

1 Utilizacdo de laser de Arseneto de Galio e Aluminio

2 Utilizacdo de laser com comprimento de onda no espectro de luz
infravermelha
Avaliacdo das dimensfes da area a ser enxertada
Utilizacdo de um ponto de aplicagdo a cada 6 mm?

Aplicacéo de 2J por ponto

o 0 b~ W

SessOes de laser realizadas nos seguintes periodos:
a. Trans-operatério (antes do fechamento do retalho cirlrgico)
b. Pdés-operatério 7 dias
c. Pés-operatério 14 dias
d. POs-operatorio 21 dias
e

Pds-operatorio 30 dias
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Tabela 2 - Sugestéo de protocolo de laserterapia para ser testado na pratica
clinica de cirurgias de enxerto 6sseo

Comprimento de onda (nm) 808 nm
Poténcia do aparelho (mW) 100 mwW
Dose de energia por ponto de 27

aplicacéo (J)

Densidade de energia (J/cm? 70 J/cm?

Frequéncia das sessOes de Dias 0, 7, 14, 21, 30 de p6s-operatério
laserterapia (contados em dias a partir
da cirurgia)
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5 DISCUSSAO

Para a realizagédo deste estudo utilizou-se ratos da linhagem Wistar, por
serem de facil manuseio, baixo custo, necessitam de menos espaco e pela
facilidade de conseguir por meio do biotério. Foram escolhidos animais machos
para evitar alteracdes 0sseas geradas por horménios femininos, permitindo um
padrdo de aumento da massa corporal (LEO et al., 2012).

Utilizou-se um modelo de defeitos em calotas cranianas de ratos. O
modelo de defeito 6sseo em calvaria € apropriado para exame da regeneracao
O0ssea maxilar devido as suas semelhancas com a regido maxilofacial.
Anatomicamente, a calvaria apresenta duas corticais entremeadas por camada
esponjosa, como a mandibula. Fisiologicamente, o padrdo de cicatrizacdo €
semelhante ao da maxila (LIM; LEE; YEO, 2000; BOSCO et al.,, 2016). Em
termos de embriologia e morfologia, a calvaria se desenvolve de uma
membrana precursora, como 0s 0sso0s da face, incluindo a maxila e mandibula.
Este processo é denominado ossificagdo intramembranosa, pois ocorre no
interior de membranas de tecido conjuntivo frouxo. O processo de formacédo do
0sso intramembranoso é semelhante a ossificacdo dos ossos da face (BOSCO
et al., 2016; DE ALMEIDA et al., 2015).

O osso autdégeno foi o material de escolha para cirurgias devido as suas
propriedades  osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras. As
desvantagens na utilizacdo do osso autégeno incluem a quantidade disponivel,
0 aumento da morbidade devido a necessidade de um segundo leito cirdrgico e
a reabsorcdo 6ssea imprevisivel durante o processo de reparo (DE ALMEIDA
et al., 2014; CUNHA et al., 2014b; DE OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016).

Estudos utilizando materiais de enxerto demonstram que a terapia com
laser de luz infravermelha estimula a proliferacdo de osteoblastos, deposicao
de colageno e neoformacéo 6ssea (KHADRA et al., 2004; PINHEIRO; GERBI,
2006). Em relagdo ao efeito do laser no reparo dos enxertos, é geralmente
aceito que o efeito bioldgico do LBI depende de trés parametros principais:
comprimento de onda, poténcia e densidade de energia. Uma razdo para os
resultados abaixo do esperado com o uso do laser de baixa poténcia em alguns
estudos pode estar relacionada a utilizacdo de doses extremamente baixas
(GAL et al., 2006; BABUCCU et al., 2014).
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Em relacdo ao comprimento de onda, os maiores comprimentos Sao
mais resistentes a dispersdo do que 0s menores e penetram mais
profundamente na pele. Foi relatado que luz de laser com comprimento de
onda de 632,8 nm (luz vermelha) penetra 0,5-1,0 mm antes de perder 37% de
sua intensidade. Por outro lado, os comprimentos de onda infravermelhos
penetram 2 mm antes de perder algum percentual de energia (PINHEIRO et al.,
2003). Esta € uma indicacdo clara para o uso da luz infravermelha em tecido
0sseo, justificando a escolha do comprimento de onda maior (luz
infravermelha) no presente estudo.

Diversos trabalhos realizados com o objetivo de avaliar a influéncia da
laserterapia no reparo 0sseo utilizaram o laser de Arseneto de Galio e
Aluminio, com comprimentos de onda no espectro de luz infravermelha
(PINHEIRO et al., 2003; ABOELSAAD et al., 2009; CUNHA et al., 2014; DE
ALMEIDA et al., 2014; DE OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016), semelhantes
ao utilizados pelos autores do presente estudo.

Alguns autores demonstram o sucesso da terapia com laser de baixa
intensidade no reparo de enxertos 0sseos (PINHEIRO et al., 2003; SELLA et
al., 2015; CUNHA et al.,, 2014; GARCIA et al.,, 2014). Porém, apesar dos
resultados positivos encontrados, os estudos utilizam tipos de aparelhos para
emissdo de radiacdo laser com diferentes comprimentos de onda, além de
apresentarem doses e duracdo de tratamentos muito diferentes, dificultando a
comparacao dos mesmos e a padronizagcédo de um protocolo de tratamento.

A melhora da vascularizacdo € um dos provaveis mecanismos para a
eficacia clinica da terapia com o LBI (BARBOSA et al., 2013; DE ALMEIDA et
al., 2014; CUNHA et al., 2014). Também foi relatado que a terapia com laser de
baixa intensidade aumenta a atividade dos osteoblastos e osteoclastos,
estimula a producdo da matriz 6ssea na formacéo de calos 0sseos e também
acelera a dindmica da matriz d6ssea, modificando a expressdao dos
componentes da matriz extracelular e aumentando a area de neoformacado
O0ssea, 0 que reduz o tempo necessario para o reparo 6sseo (DE SOUZA
MERLI et al., 2012). Outra explicagcdo para a cicatrizacdo 0ssea acelerada
observada para grupos irradiados com laser € que as células mesenquimais
indiferenciadas podem ser positivamente biomoduladas para se tornar

osteoblastos e evoluir para ostedcitos mais rapidamente. Sabe-se que o
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potencial osteogénico das ceélulas mesenquimais depende, além dos fatores
genéticos, dos fatores locais e sistémicos induzidos. O laser de baixa
intensidade poderia atuar como tal fator indutor (ABRAMOVITCH-GOTTLIB et
al., 2005; ABOELSAAD et al., 2009).

Os achados clinicos em humanos confirmam a eficacia da aplicacdo do
laser durante os estégios iniciais da cicatrizacdo. Os periodos iniciais de
preenchimentos dos defeitos sdo mais susceptiveis aos efeitos da terapia a
laser. Numa fase posterior, a matriz 6ssea € o principal componente do tecido
cicatricial. Isso demonstra que a frequéncia de aplicacdo da terapia a laser €
eficaz quando realizada durante a fase celular, enquanto o numero de
osteoblastos aumenta. Posteriormente, 0 maior numero de células resulta em
maior deposicdo de matriz O0ssea, caracterizando a maturacdo do 0Sso
(ABOELSAAD et al., 2009). Baseados nestas evidéncias, optou-se por iniciar a
aplicacdo de laser no pés-operatério imediato e continuar com as aplicacbes
em intervalos de 72 horas entre as sessfes até o final da segunda semana. A
partir da terceira semana, quando se evidencia areas de neoformacéo 0ssea,
as sessodes passaram a ser realizadas semanalmente.

No estudo de Merli et al. (2005), os autores observaram que a aplicagao
do laser em intervalos de 24, 48 e 72 horas mostrou resultados satisfatorios no
reparo tecidual, coincidindo com os achados de Saito & Shimizu (1997) que
encontraram maior efetividade da radiacdo laser aplicada nos trés primeiros
dias. BATISTA et al. (2014) sugerem que os efeitos benéficos da terapia com
laser sobre os tecidos moles e 0ssos sdo mais expressivos quando aplicados
nos primeiros sete dias pds-operatorios. Durante os estagios iniciais do reparo
0sseo, ha uma fase proliferativa celular, quando a absor¢cdo completa da luz
infravermelha é mais eficaz, o que ndo ocorre nos ultimos periodos do reparo
0sseo. Contudo, isto ndo significa que a laserterapia seja ineficiente na fase
final do reparo O6sseo. Neste estudo, o crescimento de tecido conjuntivo no
periodo de 28 dias nos defeitos tratados com laser até o 26° dia pds-operatorio,
pode representar uma eventual competicdo pela neoformagdo Oéssea,
especialmente neste trabalho onde n&o foram utilizadas barreiras de

regeneracao 0ssea guiada.
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Existem evidéncias solidas de que as irradiacbes multiplas sdo mais
eficazes do que uma dose Unica, agindo como um fator de neoformacéo 6ssea
e crescimento fibroblastico (MERLI et al., 2005).

Na analise qualitativa do presente estudo, foi possivel observar que nos
periodos iniciais de avaliacdo (3 e 7 dias) o grupo experimental apresentou
infiltrado inflamatorio reduzido em relacdo ao grupo controle como observado
por outros pesquisadores (SELLA et al.,, 2015). Essa observagédo leva os
autores a supor que os animais que foram submetidos a terapia com laser de
baixa intensidade foram possivelmente menos afetados pela fase inflamatoria
do reparo 6sseo, permitindo assim uma fase reparadora mais precoce. Como
consequéncia disto, foi observado, no periodo de 7 dias, a presenca de areas
de neoformacao 6ssea no grupo experimental. Essa constatacdo so6 foi vista no
grupo controle no periodo de 14 dias.

Sella et al. (2015) afirmam que a irradiagdo com LBI n&o eliminou a
inflamacé@o, mas acelerou as etapas do processo de neoformacdo Ossea,
incluindo esta fase inflamatoria. A reducéo do infiltrado inflamatério, juntamente
com o aumento do desenvolvimento periosteal e da matriz trabecular,
mostraram que 0s animais do grupo laser passaram por um processo mais
precoce da formacao éssea.

No presente trabalho observou-se que, nos periodos até 14 dias, o
grupo submetido a terapia com laser de baixa intensidade apresentou maior
area de neoformacédo 6ssea quando comparado ao grupo controle, sugerindo
que a laserterapia pode aumentar o osso formado e acelerar o processo de
reparo 0sseo. Estes resultados corroboram com alguns estudos que
demonstram um efeito positivo do laser na neoformacdo 6ssea quando usado
sozinho, ou associado com enxerto 6sseo (CUNHA et al., 2014; BOSCO et al.,
2016).

Na andlise histomorfométrica, no periodo de 14 dias, foi observado que
0 grupo laser (laser coagulo e laser enxerto) apresentou area de neoformacgéo
0ssea significativamente superior em relacdo ao grupo controle. Resultados
semelhantes aos encontrados por De Souza Merli at al. (2012).

Almeida et al., em 2014, num estudo com o objetivo de avaliar o efeito
do laser de baixa intensidade no reparo 6sseo de defeitos criticos na calvaria

de ratos, tratados com ou sem enxerto autdgeno, utilizaram 40 animais,



54

divididos em quatro grupos (coagulo, coagulo e laser, enxerto autdgeno,
enxerto autégeno e laser) e realizaram a eutanasia com 30 dias de pos-
operatério. Os grupos tratados com laser receberam aplicagbes com
comprimento de onda do espectro infravermelho (A = 810 nm), dose de 6 J por
ponto de aplicacdo e densidade de energia de 210 J / cm?, 60 s por ponto,
totalizando cinco pontos em todo o defeito criado. Na analise
histomorfométrica, os grupos laser coagulo e laser enxerto apresentaram maior
area de neoformacéo 6ssea que os demais grupos. Este resultado diverge do
encontrado no periodo de 28 dias do presente estudo em que foi evidenciado
uma menor area de neoformacdo Ossea no defeito laser enxerto quando
comparada ao grupo controle.

Nesse estudo de Almeida et al. (2014) os autores realizaram aplicacéo
do LBl somente no trans-operatorio, divergindo do protocolo realizado no
presente estudo, em que foram realizadas sessdes mdltiplas de laserterapia.
No presente trabalho ndo houve diferenca significativa na neoformacéo 6ssea
do grupo laser enxerto no periodo de 14 para o de 28 dias. Foi possivel
observar que houve uma maior proliferacdo do tecido conjuntivo entre as
particulas de enxerto, havendo provavelmente uma maior proliferacdo e
maturacao de fibroblastos do que de osteoblastos entre um periodo e outro.

A presenca de maiores quantidades de fibras colagenas em espécimes
irradiados com laser pode ser um achado importante, 0 que pode representar
um efeito do LBI no reparo, jA que outros estudos demonstraram que h&a um
aumento da producéo de colageno apés laserterapia (PINHEIRO et al., 2003).
Como o colageno é um componente importante da matriz extracelular do 0sso,
quantidades aumentadas podem indicar um efeito positivo do laser no reparo
0sseo apesar do fato de que em alguns espécimes deste trabalho nao foi
observada diferenca significativa na quantidade de osso neoformado. E
necessario considerar que uma grande quantidade de fibras de colageno
representard uma neoformacdo O0ssea aumentada apdés a mineralizacdo da
matriz. (REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 1998).

AboElsaad et al. (2008) avaliaram a influéncia do LBI e do vidro bioativo
na regeneracdo O0ssea e no tratamento de defeitos periodontais. Os autores
utilizaram o laser arseneto de galio aluminio no comprimento de luz infra

vermelho (830 nm), poténcia de 40 mW, densidade de energia de 16 J/cm?, por
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60 segundos e um total de 4 sessdes de laserterapia e observaram um efeito
positivo do laser em acelerar o processo de reparo em defeitos periodontais.
Como sugestédo de protocolo de laserterapia para aplicagdo clinica em
cirurgias de enxerto 0sseo, diante dos resultados obtidos no grupo laser
enxerto de 28 dias, os autores do presente estudo sugeriram que as sessdes
com LBI acontegcam preferencialmente na fase inflamatéria do processo de
reparo 0sseo, com a finalidade de diminuir a bioestimulagdo excessiva de

fibroblastos.
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6 CONCLUSOES

Através da realizacdo do presente estudo, os autores puderam concluir
que o uso do laser de baixa intensidade alterou a cronologia do reparo tecidual
de enxertos autdgenos, acelerando o inicio do processo de reparo dos defeitos
0sseos estudados. Baseado nos critérios utilizados para a realizacdo da
laserterapia no presente estudo, 0s autores sugeriram um novo protocolo de
laserterapia para experimentacao clinica em cirurgias de enxerto 0sseo. Esse
novo protocolo necessita, entretanto, de estudos clinicos para avaliar sua

eficacia.
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ANEXOS

Anexo: Documento de aprovacao do projeto pelo CEUA

Lf Unichristus

o Christus

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Of. No. 004/16
Protocolo do CEUA: 004/16
Pesquisador Responsavel: Prof. TIBERIO GOMES MAGALHAES
Titulo do Projeto: EFEITO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE NO REPARO DE

ENXERTO OSSEO AUTOGENO PARTICULADO. ANALISE HISTOMORFOMETRICA E
IMUNOISTOQUIMICA EM RATOS.

- Sa que a ComissZo de Etica no Uso de Animais do Instituto

para Desenvolvimento da Educagdo LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto
supracitado na reunizo do dia 14(quatorze) de margo de 2016.

Descriggo do animal utilizado:

Espécie: sztar(ramsnovergicusalbinus) Nimero 40
Amostral:

Relatérios parciais e finais devem se

T apresentados ao CEUA/Instituto para Desenvolvimento da
Educagzo LTDA - IPADE a0 término

do estudo, periodo maximo 14/03/2016.

Fortaleza, 14 de margo de 2016.

\@z@—«\
Olga Vale Oliveira Machado

) enadora
CEUA/Instituto Para Desenvolvimento da Educagio LTDA - IPADE



