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RESUMO

A Laserterapia de Baixa intensidade tem sido atil&zcom sucesso em varios procedimentos
médicos e odontoldgicos, em grande parte destegjada sua acdo antinflamatéria e pela sua
capacidade de acelerar a cicatrizacdo. A otimizdeaegeneracdo 6ssea é um assunto de grande
interesse, pois esta intimamente relacionada as/éidatamentos como em cirurgias ortopédicas,
movimentacao ortoddntica, e dsseo-integracdo d&antgs dentarios. Este trabalho consiste do
estudo comparativo entre dois protocolos de lasguiie para regeneracdo 0ssea. No primeiro foi
utilizado o método convencional, com aplicacfesaniigr todo o periodo experimental e, no
segundo, proposto neste trabalho, foram utilizadEsaplicacdes, uma diretamente no local do
defeito 6sseo durante o procedimento cirlrgicouisegde duas outras aplicacbes apés a
cirurgia, visando estabelecer um método mais @t o ponto de vista clinico. Este protocolo
foi embasado na dosimetria laser adotado em expstonin vitro, onde se aplica o laser
diretamente nas células. Foram utilizados 45 ra&thstar, divididos randomicamente em 3
grupos de 15 animais, nos quais defeitos 6ssedana@nho critico (8mm de diametro) foram
confeccionados cirurgicamente na calvaria. Postagote, dois grupos (A e B) foram tratados
por laserterapia de baixa intensidade, e o tercgiupo (C), grupo controle, mantido sem
tratamento. Foi utilizado o laser semicondutor @hkeas& com emissdo no infra-vermelho
(A=830nm). O primeiro protocolo consistiu de apliegfranscutaneas pontuais, com fluéncia de
16J/cni, realizadas a cada 48 horas, iniciando-se 24 lamds a cirurgia, estendendo-se por 15
dias e foi aplicado ao grupo A. No segundo protmcatalizam-se trés aplicacdes: a primeira
durante a cirurgia, diretamente no defeito, corérftia de 3,75J/cmseguido de duas aplicacdes
transcutaneas 48 e 120 horas apds a cirurgia &pfimiado ao grupo B. Os animais do grupo
controle (C) ndo foram submetidos a tratament@manto, manuseados da mesma forma que o0s
grupos tratados. Apos o periodo de 7, 15 e 45 Biasjmais de cada grupo foram eutanasiados,
e a pecas contendo o defeito ésseo coletadas maises microscopica: histoldgica descritiva e
histomorfometria, e espectroscopia de absorcdo iedrfAAS), através da medida da
concentracao de calcio. Os resultados dos tratasmémtam avaliados através da medida da area
relativa ao tecido o6sseo neoformado, através daonmisfometria. Os resultados da
histomorfometria de tecido 6sseo neoformado 15a@s a cirurgia mostram maior fracdo deste
tecido no grupo B em comparacdo ao grupo contid®.05) de acordo com testeStudent.
Como esses valores obtidos 45 dias ap0s a cirnggiadiferem entre 0s grupos, este resultado
sugere que a laserterapia utilizando o protocobpgsto neste trabalho acelera o processo de
cicatrizacao 0ssea.

Palavras-chave Regeneracédo Ossea. Laserterapia. Dosimetria laser



ABSTRACT

Low intensity laser therapy has been used sucdbssfiseveral medical and dental procedures,
mainly due to its anti-inflammatory action and #@pito speed up the healing. Enhancement of
bone regeneration is a subject of great intereshuse it is closely related to several treatments
such as orthopedic surgeries, orthodontic movememtd osseointegration of dental
implants. This work is a comparative study betwésno protocols of laser-therapy for bone
regeneration. The first the conventional methodhwipplications throughout the experimental
period was used. The second, proposed in this wonkist of three applications were used, the
first directly on the site of a bone defect durihg surgical procedure, followed by two other
applications after surgery, to establish a morestpa method for clinical uses. This protocol
was based on laser dosimetry adoptednirvitro experiments, where the laser was applied
directly into the cells. In this study, 45 Wistats were randomly divided into 3 groups of 15
animals, in which bone defects of critical size (Brdiameter) were prepared surgically in the
skull. Subsequently, two groups (A and B) weretaddy low intensity laser therapy, and the
third group (C), control group, kept untreated. eTdemiconductor laser with emission in the
infrared Thera Lase®\(= 830nm) was used. The first protocol appliedn® group A consisted
of transcutaneous point applications, with fluen€yl6J/cni, performed every 48 hours starting
24 hours after surgery, extending until 15 dayshkn second protocol, applied to the group B,
three applications were carried out, the first bigrihe surgery, directly into the defect, with a
fluence of 3.75 J/cfn followed by two transcutaneous applications, 48 420 hours after
surgery. The control group (C) were not treatedydaer, handled the same way as the treated
groups. After a period of 7, 15 and 45 days, fiaerals from each group were euthanized, and
specimens containing the bone defect collectednioroscopic analysis, histological description
and histomorphometry, and atomic absorption speotqmy (AAS). The analysis of results was
assessed by the measurement of the newly formed tloough histomorphometry. The
Student test was performed and showed that thé refated to 15-days samples from group B is
higher than to the control group<0.05). As the newly formed bone fraction is thengan the
samples of 45-days period in all groups, this tesubgest that the laser therapy using the
protocol proposed in this work speed up the prooébsne healing.

Keywords: Bone Regeneration. Laser-therapy. Laser dosimetry
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1 INTRODUCAO/REVISAO DE LITERATURA

A regeneracdo 0ssea é um dos processos de reparompartantes do corpo porque o
0sso, assim como o figado, é um dos poucos 6rgios a sofrer regeneracdo espontanea em
vez de apenas restaurar uma estrutura. Os osseseragi-se de duas formas distintas: por
formacéo de calo 6sseo de origem tanto periostalbbcendocondral e por regeneracao intra-
membranosa. As mudancas associadas a regenerae@opdslem ser descritas como uma série
de estagios ou fases, que ocorrem em sequéna@adoi® processo de reparo 6sseo. O processo
de ossificacdo endocondral ocorre do centro daiznéssea para as extremidades, e, na
intramembranosa, ocorre de forma inversa, das reidegles para o centro. O cranio, por
exemplo, se ossifica a partir das extremidadese @sdrabéculas se formam no interior de uma
membrana do tecido conjuntivo. Neste processaabgdulas sdo constituidas por osso primario,
gue se forma a partir do mesénquima embrionario) sen modelo cartilaginoso, sendo
necessario que o suprimento sanguineo e a bada gdlia deposicdo 0ssea sejam mantidos de
forma adequada. (LINDE et al., 1993).

A otimizac&o da regeneracdo 0ssea € um assuntaggegnteresse, pois esta intimamente
relacionada a varios tratamentos como as cirurgitgpédicas, movimentacdo ortodontica, e
0sseo-integracdo de implantes dentarios. Uma aasmfoque vem sendo utilizada com sucesso
neste ambito é a laserterapia de baixa intensida@defeito produzido pelo uso do laser
terapéutico se caracteriza pelo principio da biartegdio, isto €, a utilizacdo da prépria matéria-
prima produzida por nosso organismo para proditeragdes a nivel tecidual, que, por sua vez,
contribui para a recuperacao de diversas condigatsogicas (GUPTA, 2001). A absorcéo da
radiacdo laser pelos citocromos das mitocondrizerdmdeia uma cascata de eventos que

resultam em uma maior producdo de ATP e assim,edernmelhores condicbes para a
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multiplicacdo celular (KARU, 1989), estimulando orogesso de renovagao tecidual
(TIPHLOVA, 1989). Adicionalmente, os efeitos amgigb, antiinflamatorio, antiedematoso e
normalizador circulatorio produzidos pela lasepiexade baixa intensidade sdo freqientemente
citados na literatura (GUPTA, 2001).

Um estudo do efeito da laserterapia na regeneragsen foi realizado por Marino (2003),
através da experimentacdo animal, onde se verifiowa aceleragcdo no processo de cicatrizagao
de defeitos criados na tibia de ratos. Os auta@ksionaram os resultados satisfatorios ao
possivel aumento na vascularizacdo, a reabsor¢c# ra@da de exudatos e ao aumento da
atividade fagocitaria dos macréfagos, como fatajae possam ter contribuido para uma
regeneragdo 6ssea mais ativa.

Conforme os experimentos de Ninomiya et al (200Meaaiacao laser promove a atividade
de um maior nimero de osteoblastos e faz decreseémero de osteoclastos, sugerindo que a
laserterapia ativa a regeneracdo Ossea devido a@sdeno do numero e atividade dos
osteoclastos. Estes resultados foram reforcadoKjporet al, 2007 e Fujita et al, 2008 que
estudaram os efeitos da irradiacdo laser nos @osede osteoclastogénese na movimentacao
dentaria induzida, relatando o estimulo ao aumeéateelocidade de movimentacdo. O efeito da
associacdo de drogas antinflamatorias e laseréedibaixa intensidade no reparo 0sseo foi
estudado por Ribeiro & Matsumoto (2008) atravésxigerimentacdo em modelo animal. Os
autores demonstraram que esta terapia otimizacegso de reparo 6sseo, em ratos tratados com
drogas antinflamatérias. Grande parte dos trabali®slaserterapia relatados na literatura
associados a regeneracdo Ossea executados em raodekl consiste de varias sessbes de
aplicacdo, por um longo periodo, o que pode dificulo seu uso na prética clinica.
Exemplificando, Ribeiro e Matsumoto (2008) e Matstonet al (2008) realizaram aplicacdes

pontuais transcutaneas a cada 48 horas por todwiadp experimental, que variou de 7 a 21
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dias, utilizando laser infravermelhd=735nm e fluéncia de 16J/émn Kim et al (2007) e Fuijita
et al (2008) realizaram aplicacdes diarias poras.diltilizaram fluéncias de 9,6JteA=808nm
(infravermelho) e 54J/cfre A=810nm (infravermelho), respectivamente.

Fukuhara et al (2006) realizaram um extenso esttitipando cultura de osteoblastos da
calvaria de ratos e determinaram que a fluénciz, d&J/cr é a fluéncia “6tima” pois promoveu
a maior formacdo de nédulos 6sseos, em compara;déncias inferiores (1,25 J/éne
superiores (6,25 J/dn Adicionalmente, a laserterapia é eficiente qoantlizada nos estagios
iniciais, ou seja, sua eficacia € maior na fasembdiferacdo celular, em relacdo as fases de
maturacdo da matriz 6ssea e de mineralizacao (FUARA] et al, 2006).

Com isso, embasados nos resultados de Fukuhdré26808&), propomos o estudo do efeito
de um protocolo alternativo, de dosimetria de 3¢fpara aplicacéo diretamente no defeito
0sseo, durante o procedimento cirargico, seguidduds aplicacbes transcutaneas com fluéncias
de 16J/crfy utilizado por Matsumoto et al (2008). Desta forwviaamos estabelecer um método
mais préatico sob o ponto de vista de aplicacdescel da laserterapia em regeneracdo 0ssea.
Com isso, este estudo teve como foco principalcassdade de se comparar o efeito deste novo
protocolo em relagdo aos protocolos que tém siddadds para esta mesma finalidade e, para
este fim, adotamos o procedimento adotado por Maisu et al (2008) como referéncia. Para
tanto foi utilizado o modelo de craniotomia em satgue foram submetidos aos tratamentos e a
avaliagdo dos protocolos sera realizada mediantanases do volume ésseo neoformado,
através da histomorfometria, e pela medida da coragio de calcio, que serd feita pela

espectroscopia de absorcao atémica.
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2 JUSTIFICATIVA

A laserterapia de baixa intensidade € reconhecidg&mem método capaz de otimizar a
regeneragcdo O0ssea. No entanto, os experim@émtaso envolvem protocolos contendo varias
sessOes de aplicacdes do laser, o que pode dificufirocedimento na pratica clinica. Com isso,
baseados na literatura propomos um protocolo aliieo) com um nimero menor de aplicacdes.
Neste protocolo utilizaremos resultados da dosimééiser de experimentos vitro, onde se
aplica o laser diretamente nas células, a fluéideial, e no periodo onde no qual a eficacia do
tratamento é maior, de acordo com dados da literatu

Com isso, se faz necessario um estudo comparativioe eos dois protocolos.
Adicionalmente o efeito geral da laserterapia realdos pelos dois protocolos foi avaliado através
da comparacdo dos resultados com o grupo contoolgyal ndo foi submetido a nenhum

tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho é comparar osofelt laserterapia para regeneracao 0ssea
obtidos por dois protocolos diferentes. Adicionaltee os efeitos dos dois tratamentos foi

avaliado em relacédo ao grupo controle.

3.2 Objetivos Especificos

« Avaliar quantitativamente a neoformacgéo 0ssea dritde criticos em calvéaria de
ratos estimulados por radiacao laser de baixasitade utilizando dois protocolos
diferentes, ao longo de 3 periodos.

* Avaliar o efeito da aplicacdo de laser durante acguimento cirdrgico, frente ao
uso somente de aplicacbes subcutaneas, realizadastel 0 mesmo periodo
experimental, de 7 dias, pela comparacdo dos aelmgtobtidos neste periodo dos
grupos AeB

« Avaliar o efeito de sessdes de laserterapia efogms posteriores a 7 dias, através
da comparacdo dos resultados dos grupos A e Bosbtids periodos de 15 e 30
dias

e Comparar a mineralizacdo 0ssea na regido de neafdon 45 dias apdés o
experimento, através da medida da concentracdo atigo cobtidos apos os

tratamentos e também em relacdo ao grupo controle.
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4 METODOLOGIA

Foram utilizados neste estudo, 45 ratos albiWégar, pesando em meédia 200g (8
semanas) oriundos do biotério da Universidade dypaBa Coracdo, mantidos em gaiolas de
polietileno, alimentados com agua e racdo, num emdide temperatura e luz controladas. Os

ratos foram aleatoriamente distribuidos em 3 grigxpgrimentais:

GRUPO A - Protocolo 1 de laserterapia
GRUPO B - Protocolo 2 de laserterapia

GRUPO C - Controle

A analise de neoformacdo Ossea esta sendo realimesd periodos de 7, 15, e 45 dias.
Apobs estes periodos de preservacdo, 0os animais feuganasiados e a area contendo o defeito
sera coletada para realizacdo de analise micrastcopima porcdo das pecas referentes ao
periodo de 45 dias foi removida e destinada paterm@acao da concentracdo de célcio por

espectroscopia de absorgéo atdmica (AAS).

4.1 Procedimentos Cirurgicos

As cirurgias ocorreram no Biotério da Universidatte Sagrado Coracdo — USC. Para
realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, os aniniaiam submetidos a medicacdo pré-
anestésica com Atropina numa dose de 0,1ml poradnintraperitonial e, em seguida, anestesia
geral através da injecdo de cloridrato de Cetamiddlasina, associados numa relacdo de 1:1,
com dose de 0,1 ml/100g de peso corporeo. Inicidienserdo realizados os procedimentos de

24



tricotomia na regido da calota craniana seguideastepsia com PVPI (polivinilpiloridona)

topico, conforme as figuras 1 e 2.

Figura 1: Medicamentos que serdo utilizados para os procedasee anestesia: Cloridrato

de Cetamina e Xilasina - Cetamin® e Xilazin®, retpamente.

Figura 2: Tricotomia da regido da calota craniana
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A area a ser operada foi isolada com campos causgestéreis. Foi realizada uma incisdo
mucoperiostal linear, de aproximadamente 1,5cmlaoopsagital mediano do osso parietal com
lamina de bisturi nUmero quinze. Em seguida, dgsecuidadosa com destaca-peridsteo para
expor a superficie 6ssea e sequencialmente a #ovumiscular plano a plano do retalho com

espatula, conforme ilustrados nas figuras 3, 465 e

Figura 3: Inciséo linear da pele, utilizando Iamina de bist@rl5

Figura 4: Descolamento muco-periostéo
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Figura 5: Modelo esquematico da regido do defeito 6sseo

AL

Figura 6: Calvéaria exposta, observar a sutura coronal na imédia

O defeito 6sseo foi criado no centro da calvaoiaado, com uma broca trefina de 8mm de

didametro, usando um motor de baixa rotagcéo, sigag@io constante e abundante de solucéo
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fisioldgica. Foi removido todo osso cortical e agpso, expondo a membrana meningea,

conforme ilustrado nas figuras 6, 7, e 8.

Figura 8: Defeito 6sseo confeccionado.
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Os procedimentos de laserterapia foram realizagggindo a metodologia descrita a
seguir, finalizando com a manobra de sintese, ogalézou-se a sutura do tecido, com fio de

sutura seda 4.0.

4.2 Laserterapia

Foi utilizado o equipamento laser semicondutor @Hexs€ (DMC Equipamentos Ltda,
Sédo Carlos, Brasil) ajustado para o compriment@maA=830nm (infravermelho), poténcia
20mW, no modo continuo. Neste equipamento, tempaptieacdo € ajustado automaticamente
de acordo com a dosimetria e a poténcia. A figusagair, ilustra o equipamento utilizado nesse

estudo.

THERA
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o o
©

D A

—— ——
@a 0o o

Figura 9: Equipamento Thera Las¢éDMC Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, Brasil)

O Protocolo 1 consistiu de 4 aplicacdes transcagpentuais, equidistantes entre si ao

redor do defeito, aplicados a uma distancia apradande 1mm da borda do mesmo, com
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fluéncia de 16J/cfn As aplicacbes ocorrem a cada 48 horas, iniciaed@4 horas apés a
cirurgia, estendendo-se por 15 dias. Este protdookdotado ao grupo A.

O Protocolo 2 consistiu de trés aplicacdes: a prangurante a cirurgia, diretamente no
defeito em quatro pontos como descrito no protodgloom fluéncia de 3,75J/énseguida de
duas aplicacées transcutaneas 48 e 120 horas ajrésgia, com fluéncia de 16J/épem quatro
pontos, e foi aplicado ao grupo B.

Os animais do grupo controle (C) ndo foram subrosta tratamento, no entanto, foram
manuseados da mesma forma que os grupos tratados.

Apoés os periodos de preservacdo de 7, 15 e 45 Bliasimais de cada grupo foram
eutanasiados com superdosagem de anestésico igetan{n®) e as pecas contendo o defeito
0sseo coletadas e fixadas em formol 10% por 9héapecas referentes ao periodo de 45 dias
foram cortadas ao meio, usando um Micrétomo deléeduro pertencente ao Departamento de
Fisica e Mateméatica da USP-Ribeirdo Preto. Umandetdes de cada peca foi destinada a
preparacdo microscopica, e a outra, estdo sengarpdas para a realizacdo dos experimentos de

espectroscopia de absorgéo atdbmica.

4.3 Analise Microscopica

Apoés fixacdo das pecas em formol a 10% por 92 hdoasealizada a descalcificagédo
pelo método Morse (solu¢do aquosa de acido forpitcato de sédio) e inclusdo em parafina,
com o qual os cortes microscépicos foram obtidosemdido longitudinal com seis micrometros
de espessura e corados pelos métodos da hemattedsma e TricrdmicMasson.

As laminas foram observadas no fotomicroscdgikon Eclipse 80i, acoplado a um

analisador de imagens (Image Pro-Plus® 5.1). Tedasnagens foram salvas para posterior
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analise cuidadosa de todas as estruturas e teprgsentes, observando-se principalmente a
neoformacdo 6ssea. A fracdo de tecido 6sseo maduéodeterminada na regido do defeito,
através do software Image Pro-Plisl.

As figuras 10 e 11 ilustram o equipamento que sgliaado na sequéncias pra captura de
imagens, transferéncia ao software Image Pré®Pius., para a realizacdo de morfometria e

guantificacdo de osso neoformado.

Figura 10: FotomicroscoépidNikon Eclipse 80i, acoplado a um analisador de imagens (Image
Pro-Plus® 5.1).
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Figura 11: Exemplo ilustrativo do processo de mensuracao dddesseo neoformado
através do software Image Pro-Plus. As Areas edevenrrespondem ao tecido conjuntivo,
enquanto que as areas em vermelho o tecido 6semrmado e células em diferenciacdo na cor

amarela.

4.4 Espectroscopia de Absorcdo Atbmica (AAS)

Uma fracdo do tecido neoformado na regido do aefisseo foi extraida das pecas do
periodo de 45 dias de cada grupo bem como do témdpedeiro. Apds a determinacdo da
massa através de balanca analitica, estas améstaas dissolvidas em acido nitrico e esta
solucdo foi posteriormente diluida para leitura Egpectrometro Shimadzu modelo AA680,
pertencente ao Departamento de Quimica — USP-RP gaeterminacdo da concentracao de

Célcio presente nas amostras.
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4.5 Forma de Andlise dos Resultados

A analise macroscopica foi realizada pela desorigéral das pecas coletadas apos a
cirurgia, estabelecendo-se uma comparacdo entrérat@mentos e o grupo controle. As
caracteristicas mais relevantes foram registratt@avés de fotografias obtidas com lente de
aproximacao.

Na analise microscopica, inicialmente as lamiraarh descritas em toda extensédo do
defeito, salientando os aspectos relacionados ecegso regenerativo. A analise quantitativa
(histomorfometria) foi realizada pela mensuracadragéo de tecido 6sseo maduro na regido do
defeito, e também pela quantidade de tecido campuptesente no local do defeito 0sseo atraves
do software Image Pro-plus® 5.1. Os resultadosadia grupo e periodo foram representados
pelo valor médio e desvio padrdo. Estes resultéolesn avaliados estatisticamente pelo teste
estatisticot-Student, considerando que as médias foram ewtatisnte significativas quando

P<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Descricdo microscopica

A descricdo minuciosa das laminas procedeu-se noéisgional especializado que avaliou
as particularidades de cada espécime, de acordos@eriodos estudados.

No Grupo C (Controle) aos 7 dias (figura 12), ofeitles apresentaram-se preenchidos por
tecido conjuntivo em estagio de organizacado, altéene&ascularizado. Observou-se também
discreto infiltrado inflamatorio com excecédo de espécime que apresentou intenso infiltrado
inflamatério na regido central do defeito com pngsede ceélulas gigantes multinucleadas.
Alguns espécimes apresentaram discretas areastetmésese com formacao de tecido 0sseo

primario.

Figura 12: Fotomicrografia da regido do defeito ésseo e tecadtpacente&rupo C -
Controle (7 dias),demonstrando a presenca de tecido conjuntivo ésetacla)e areas de
neoformacao Ossea (seta preta). Coloracéo triconeicoasson, aumento 2X.
O grupo A, que foi submetido a laserterapia Prdtodg aos 7 dias apresentou tecido

conjuntivo fibroso em organizacdo ricamente vas#do. Observaram-se areas de infiltrado
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inflamatério mononuclear de baixa intensidade. iisc presenca de tecido 6sseo primario a

partir das bordas do defeito cirargico foi notafigu¢a 13).

Figura 13: Fotomicrografia da regido do defeito dsseo e tecadtpacentes Grupo A —
(Protocolo 1)- 7 diasdemonstrando a presenca de tecido conjuntivoas @e neoformacao

0ssea. Coloracao tricomico de masson, aumento 2X.

O grupo B referente ao tratamento com laserterBpidocolo 2, aos 7 dias apresentou
padrdo semelhante aos outros grupos no mesmo pedechonstrando que a aplicacdo do laser
diretamente no local do defeito na dosimetria @op@da ndo levou a necrose tecidual ou outros
efeitos indesejados. Destaca-se as areas de @sesegpermeando as bordas do defeito.
Também pode-se observar infiltrado inflamatério copnmesenca de células gigantes

multinucleadas (figura 14).
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Figura 14: Fotomicrografia da regido do defeito 6ésseo e tecadacente&rupo B
(Protocolo 2) -7 diasdemonstrando a presenca de tecido conjuntivo ésesaela) e areas de
neoformacao Ossea (seta preta). Coloracéo triconeicoasson, aumento 2X.
No Grupo C (controle), aos 15 dias, observou-seea do defeito preenchida por tecido
conjuntivo fibroso em organizacéo, intenso infdvainflamatorio em alguns espécimes. Os
defeitos cirdrgicos apresentaram areas discretast@@génese predominantemente das bordas,

conforme a figura 15.

e

Figura 15: Fotomicrografia da regido do defeito 6sseo e tacatipacentesGrupo C -

Controle (15 dias) Coloracéo tricomico de masson, aumento 2X.
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Nas amostras relativas ao Grupo A (Protocolo 1) E®gslias, observou-se um padréao
semelhante encontrado no grupo controle. Conjunfibooso em organizacdo permeando
infiltrado inflamat6rio mononuclear. Areas de fog@ia de 0sso primario encontrados nas bordas

do defeito cirargico (figura 16).

Figura 16: Fotomicrografia da regido do defeito 6sseo e tecatlhacenteSrupo A

(Protocolo 1)-15 dias Coloragéo tricomico de masson, aumento 2X.

Na amostras do Grupo B (Protocolo 2), aos 15 dusservou-se que os defeitos
apresentam-se preenchidos por tecido conjuntivmddy com discreto infiltrado inflamatério.
Areas osteogénicas discretas puderam ser obserjadasy parede do defeito cirdrgico (figura

17).
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Figura 17: Fotomicrografia da regido do defeito 6sseo e tecatipacenteSrupo B —
(Protocolo 2) - 15 diasdemonstrando a presenca de tecido conjuntivo ésetacla) e areas de

neoformacéo Ossea (seta preta). Coloracéo tricoteicoasson, aumento 2X.

Os defeitos do grupo C (Controle), aos 45 diasessgmtam-se preenchidos por uma
delgada camada de tecido conjuntivo fibroso emrozgado. Observou-se também a presenca de
infiltrado inflamatdrio discreto e difuso. Observee também discreta presenca de células
gigantes multinucleadas do tipo corpo estranhoafdet atividade osteogénica nas bordas do
defeito 0sseo, e também a presenca de curtas utabéisseas primarias, localizadas proximas a

parede do defeito (figura 18).
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Figura 18: Fotomicrografia da regido do defeito ésseo e tecadtpacente&rupo C -

Controle (45 dias) Coloracao tricomico de masson, aumento 2X.

No Grupo A (Protocolo 1), aos 45 dias, observoa-peesenca de tecido conjuntivo fibroso
organizado de carater osteogénico, alguns espécimestraram presenca de infiltrado
inflamatério com presenca de células gigantes d@esutura). Pode-se observar a presenca
trabéculas curtas de tecido 0sseo primario, peraseaar células osteoblasticas na porcgéo central
do defeito, bem como nas regides mais periférioaslas). O tecido 6sseo neoformado encontra-

se em estagio de amadurecimento, caracterizadmpas basofilicas de reverséo (figura 19).

Figura 19: Fotomicrografia da regido do defeito 6sseo e tecatlpacenteSrupo A

(Protocolo 1) - 45 diasColoracao tricomico de masson, aumento 2X.
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Observou-se no grupo B (Protocolo 2), aos 45 daapresenca de tecido conjuntivo
organizado e fibroso preenchendo a intimidade ditdecirirgico. Discretas areas apresentando
infiltrado inflamatorio. Esse grupo se caracteripzmla formacdo 0ssea discreta nas bordas do

defeito. Foi observado em um espécime trabéculdascde tecido 6sseo primario (figura 20).

Figura 20: Fotomicrografia da regido do defeito 6ésseo e tecadiacente&rupo B
(Protocolo 2) - 45 diasdemonstrando a presenca de tecido conjuntivdbédrdas curtas de

tecido 0sseo primario. Coloracéo tricomico de masaomento 2X.

41



5.2 Histomorfometria

As figuras 21, 22 e 23 mostram atraves de grafosogesultados da histomorfometria de
Tecido 6sseo Neoformado e tecido conjuntivo redati@os Grupos A (Protocolo 1), B (protocolo
2) e C (controle) de acordo com os periodos dereds@o. Os resultados expressam a média e 0
desvio padréo relativos aos 5 animais de cada grugaala periodo. Em relacdo ao periodo de 7
dias, ndo se pode quantificar estas estruturagpcecsao.
As tabela 1 e 2 sumarizam os resultados da histometria do tecido 0sseo neoformado e do
tecido conjuntivo, respectivamente, de acordo cqaréodo e tratamento. Os dados representam
a média e o desvio padrao relativo as 5 amostragrmpo e por periodo. As figuras 24 e 25
mostram a comparacao entre os tratamentos de acontdos periodos de observacgéo através da

evolucédo da fracdo de tecido 6sseo neoformadddoteanjuntivo.
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Figura 21: Histomorfometria de Tecido 6sseo neoformado elteconjuntivo relativo ao grupo
A (Protocolo 1), de acordo com o periodo de obg@iwaNao hé diferenca estatisticamente
significativa £>0.05) de acordo com tedt&tudent entre os resultados em relacdo aos periodo

de 15 e 45 dias para ambos tecidos.
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Figura 22: Histomorfometria de Tecido 6sseo neoformado elteconjuntivo relativo ao grupo
B (Protocolo 2), de acordo com o periodo de obgévaNao ha diferenca estatisticamente
significativa £>0.05) de acordo com tedt&tudent entre os resultados em relacdo aos periodo

de 15 e 45 dias para ambos tecidos.
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Figura 23: Histomorfometria de Tecido 6sseo neoformado elteconjuntivo relativo ao grupo
C (controle), de acordo com o periodo de observddddaliferenca estatisticamente significativa
(*) e (**)(P<0.05) de acordo com testStudent entre os resultados em relagéo aos psriedo

15 e 45 dias para ambos tecidos.
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Tabela 1: Fragéo (%) em area do Tecido 6sseo neoformaddooptir Histomorfometria, de

acordo com o periodo de observacao e tratamento.

Periodo Grupo A GrupoB Grupo C
15dias 56 +10 59 +10 46 £ 4
45dias  60+6 59+7 62 +8

Tabela 2: Fracdo (%) em area do Tecido conjuntivo obtidoHtistomorfometria, de acordo com

o periodo de observacéao e tratamento

Periodo Grupo A GrupoB Grupo C
15 dias 4310 4010 5414
45 dias 406 4018 33£10

Ainda, procedeu-se o0 Teste estatisti®tudent, ANOVA e Tukey comparando todo os

grupos estudados no periodos de 15 e 45 diaspgegeatou os seguintes resultados:

45



100

1 I Grupo A
90__ [ Grupo B
804 [ GrupoC

% Tecido Osseo Neoformado

15 dias 45 dias

Figura 24: Fracdo de Tecido Osseo Neoformado (%) de acongcosatratamentos e periodo de
observacao. Os valores relativos ao periodo deaksdds grupo B e C séo estatisticamente
diferentes (*) de acordo com test8tudentP<0.05). No periodo de 45 dias os resultados ndo
apresentaram diferencas estatisticamente sigiviasatle acordo com teste ANOVA e Tukey

(P>0.05)
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Figura 25: Fracdo de Tecido Conjuntivo (%) de acordo cortratamentos e periodos de
observacao. Os valores relativo ao periodo dedbdbs grupos B e C sdo estatisticamente
diferentes (*)de acordo com tes$t8tudentP<0.05). No periodo de 45 dias os resultados n&o
apresentaram diferencas estatisticamente sigiviasatle acordo com teste ANOVA e Tukey

(P>0.05)
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5.3 Espectroscopia de Absorcédo Atdmica (AAS)
N&o foi possivel a retirada precisa somente dalderzlativo ao defeito 6sseo, devido a
imprecisdo na determinacdo desta interface. Ogeslidpicos da concentracdo de Calcio na

calvaria de ratos, de acordo com a metodologiargranta foi de 13 a 18%.
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6 DISCUSSAO

A otimizacdo da regeneracao 0ssea tem seu destagaéversas publicacdes cientificas e
atualmente nos deparamos com a necessidade desasstpm o intuito de minimizar as sessdes
clinicas de aplicacéo terapéutica dos lasers de baiensidade. Marino em 2003 realizou um
estudo do efeito da laserterapia na regeneracé&a,Gzsde o0 mesmo verificou uma aceleragédo no
processo de cicatrizacdo de defeitos criados e dib ratos, ou seja utilizou o modelo animal
com a finalidade de estudar a regeneracdo Ossemidad pela laserterapia. Os autores
relacionaram os resultados satisfatorios ao pdsmiveento na vascularizacéo, a reabsorgdo mais
rapida de exudatos e ao aumento da atividade tageacidos macrofagos, como fatores que
possam ter contribuido para uma regeneracao osssativa.

Neste trabalho pode-se verificar que a histomoetam € uma potencial ferramenta para
analise quantitativa dos processos relacionadasafrizacdo 6ssea, uma vez que 0 aumento de
tecido 6sseo neoformado e a reducdo de tecido mdrguforam observados nos resultados do
grupo controle, com diferencas estatisticamentafggtivas entre os periodos.

Fukuhara e colaboradores em 2006, afirmam queceatéaapia é eficiente quando utilizada
nos estagios iniciais, ou seja, sua eficacia é mmgidase de proliferacdo celular, em relagdo as
fases de maturacdo da matriz 0ssea e de mineddizalda andalise comparativa, a
histomorfometria de tecido 6sseo neoformado dogpayuratados com laser (A e B) nao
mostram diferencas entre os periodos de 15 e 45uhies ambos grupos, indicando que o laser
atua nos primeiros estagios do processo de refpare fato pode ser comprovado na comparagao
entre o grupo B, no qual foi utilizado o protocplmposto neste trabalho, com o grupo controle
(©), no periodo de 15 dias, uma vez que a fracdeaédo 6sseo neoformado € maior no grupo

tratado, com diferencas estatisticamente signifesanO mesmo podemos afirmar para o0s
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resultados do tecido conjuntivo, o grupo B no mhride 15 dias apresentou menor resultado em
relacdo ao grupo C (controle) com diferencas assitzdamente significativas.

A Espectroscopia de Absorcdo Atdmica (AAS) possibd determinar da concentracdo de
calcio em tecidos do modelo animal adotado nestealino. Porém, devido & imprecisdo na
localizacdo da interface 0sso hospedeiro/defeifporese tratar de uma técnica muito sensivel,
ndo foi possivel a realizagdo da andalise comparateste trabalho. Futuramente, este modelo
pode ser otimizado, utilizando-se um marcador phetmitar a area cirargica (através de
materiais de preenchimento como guta percha) enapsder utilizar a AAS com grande
preciséo.

As dosagens utilizadas no protocolo proposto nesselo foram embasadas nos resultados
de Fukuhara et al (2006), onde se propomos umguint@lternativo, de dosimetria de 3,755 cm
para aplicacdo diretamente no defeito 6sseo, du@procedimento cirdrgico, seguido de duas
aplicacdes transcutaneas com fluéncias de 18Jiditizado por Matsumoto et al (2008). Os
resultados quantitativos deste trabalho corrobaram os dados da literatura ja citados (Marino
2003; Fukuhara, et al. 2006) mostrando que a it realizada pelo protocolo proposto atua
nos primeiros estagios do processo de regeneras&o.6Sendo assim, este protocolo representa
uma alternativa com maior viabilidade clinica, lesta-se em consideracédo a redu¢do do numero

de aplica¢bes, implicando na reducao de visitagcels e consequentemente a reducao de custos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A Laserterapia de Baixa intensidade € sem duvidatécnica de grande valia no que tange
respeito da capacidade de acelerar a regeneragéa. @ protocolo apresentado neste trabalho
demonstra que a laserterapia atua nos primeir@giestdo processo de regeneracdo 0ssea,

constituindo uma alternativa com maior viabilidatiaica.
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ANEXO 1 — Parecer de Aprovacdo do Comité de Etica
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Protocolo n.° 100/09

Titulo do Projeto: o
ESTUDO COMPARATIVO DE DOIS PROTOCOLOS DE LASERTERAPIA PARA REGENERACAO OSSEA

Pesquisador (a) Responsavel: ANGELA MITIE OTTA KINOSHITA

Comité de Etica:

O CEP analisou, baseado em parecer competente, o presente projeto e o considerou aprovado.

Data: 25/06/2009

Assinatura do Presidente:

Prof, Dr. Marcos da Cunha Lopes Virmond
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ANEXO 2 — Mencéo Honrosa
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