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Resumo

Na Odontologia moderna, o uso de Laseres tem deesuouito, funcionando

COmo uma opcao conveniente aos demais equipamert@&sicas ja consagrados no
tratamento das afeccbes da cavidade bucal. O peesstudo avaliou através da
microscopia de luz transmitida, a regeneracao feitde 6sseos de dimensao critica
criados em calvaria de ratos e tratados apenasaci@tnica da Laserterapia. Um total
de 24 animais foi dividido em dois grupos, compoadsim, 0S grupos experimental e
controle. Todos os animais foram submetidos a plicento cirdrgico no qual foi
criado um defeito 6sseo de 5mm de diametro na waleitodos os defeitos foram
preenchidos apenas por coagulo sanguineo. Os anduagrupo experimental foram
submetidos ao protocolo de estimulacdo da regef@rdgsea através da aplicacédo de
laser de baixa intensidade no local do defeito. &umais do grupo controle nenhuma
medida foi instituida, justamente para que se piisgsse a analise comparativa.
Depois de completados os periodos de avaliacabm@®@0 e 60 dias pos-operatorio, 0s
animais foram sacrificados e suas pecas foram nela®\para realizacdo de tomada
radiografica e posteriormente foram submetidas gwecessos de fixacéo,
descalcificacéo, inclusédo e corte para prepardaamas histoldgicas para analise dos
resultados. Os resultados revelaram maior veloeidia proliferacdo e diferenciacao
celular nos defeitos O0sseos do grupo experimebi como, maior quantidade
trabéculas 6sseas neoformadas. A técnica da Liageedavorece o processo cicatricial
de defeitos 0sseos e nao oferece riscos ao prosgswerativo, desde que respeitado o

seu protocolo de aplicagao.

Palavras-chave Laserterapia; Regeneracdo Ossea; Defeitos Osseos.



Abstract

In the modern dentistry, the use of lasers hasldagpwn, functioning as a
convenient option to many equipment and consectatguhiques in the treatment of the
affections of the mouth cavity. The present studgleated through the microscopy of
transmitted light, the regeneration of bone defaaftscritical dimension created in
calvarial of rats and treated only with the tecleicpf Laser therapy. A total of 24
animals was divided in two groups, composing, thhe, groups experimental and
control. All the animals had been submitted to magprocedure in which a bone
defect of 5mm of diameter in the calvarial was wdaand all the defects had been
filled only by coagulum sanguineous. The experimkmgroup animals had been
submitted to stimulation protocol of bone regenerathrough the application of laser
of low intensity in the the defect area. To thenzads of the group control no measure
was instituted, so that the comparative analysis wassible. After completed the
periods of evaluation that were of 15, 30 and 6@sdthe animals had been sacrificed
and its parts removed and submitted to the prosdssaion, decalcification, inclusion
and cut for preparation of the histology’s bladesdnalysis of the results. The results
had shown to a greater speed in the proliferatioth eellular differentiation on the
experimental group as well a greater number of 8drabecular. The technology of the
laser therapy showed to be efficient in the cisation of bone defects and the
regenerative process since that its protocol of lieggmon is followed.

Key-Word: Laser therapy; bone regeneration; borieatie
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Proposicao

A Laserterapia €é reconhecidamente uma técnica miast@fetiva na
Biomodulacdo celular, embora seu mecanismo de &g seja completamente
compreendido.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar micopgcamente, através de
microscopia de luz transmitida, e radiograficameateficacia da laserterapia em
defeitos de dimenséo critica criados em calvarieatiss.

Este comportamento foi avaliado em diferentes dedp comparando o0s

defeitos tratados e ndo tratados pela técnicasaatémapia.



1. Introducéo

O emprego de laseres de baixa intensidade tem d#rado resultados positivos
nos processos biolégicos e bioquimicos de repacalual (OZAWA, 1998). A
reconstrucao de defeitos, com grande perda deotésgko, representa um desafio para
as cirurgias reconstrutivas.

Schimtz & Hollinger, 1986 e Kawamura & Urist, 1988aram o conceito de
defeito critico em cirurgia 6ssea no qual estaleeten que, o defeito 0sseo resultante
de uma cirurgia de qualquer natureza quando uksgya uma determinada dimensao,
que é prépria para os diversos tipos 6sseos esdv@&spécies animais, ndo € passivel
de cicatrizagdo por regeneracdo, mas, apenas plferacdo de tecido fibroso. Estes
defeitos sdo constantemente encontrados em regiéasetidas previamente por
tumores, cistos, infec¢des, traumas ou poés-cirdsgitniUmeras estratégias visando
estimular a cicatrizacdo Ossea tém sido estudadésstadas, incluindo enxertos
autogenos e aldgenos de osso cortical, a utilizdedatores de crescimento (PDGF e
PGFI), regeneracdo tecidual guiada, materiais ddos da matriz do esmalte e outros
(BUSER, 1990; GESTRELIUS, 1997; LYNGSTADAAS, 2001).

Belmonte, 2001 afirma que na reconstrucdo de tafisitds € necessaria uma
condicéo ideal para estimular a neoformacéo 6ssém de impedir o crescimento de
tecido conjuntivo cicatricial para o interior do feieo 6sseo o0 que impede a
osteogénese. Para contornar este problema utibzans-procedimentos de regeneracéo
0ssea guiada (ROG), ou os procedimentos relacigsnadenxertos ou implantes. Do
ponto de vista da velocidade de regeneracdo Gassealhor opcédo é o 0sso autdégeno,
por ser rico em medula, apresentar propriedadesiosiutoras e osteocondutoras, nao

haver a possibilidade de rejeicédo e de ser facienecorporado ao leito receptor.



Enneking, 1980 e Brown, 1982 afirmam que enxertiégenos requerem uma
intervencdo cirdrgica maior e estdo associados a omaior morbidade na regido
doadora incluindo a possibilidade de infeccdo, doagilidade e a formacédo de
hematomas. A aplicacdo de membranas nas técnicdROd& € considerada uma
modalidade de tratamento de alto custo, mesmagdenagdes feitas aos fatores de
crescimento e derivados a matriz de esmalte (KHADE4).

Goldman, 1980 e Chapman, 1992 demonstraram qudlizago de 0sso
alégeno ou xendgeno néo € indicada por apresdidarsto de reacdo imunoldgica e
elevadas taxas de reabsorcéo.

Além dos materiais alébgenos e autdgenos existecaoofa substituicdo 0ssea
por materiais naturais e sintéticos, que apresensaactteristicas de inércia, resisténcia
fisica, durabilidade, elasticidade e facil obtengémmo os polimeros reabsorviveis e
ndo reabsorviveis, cerdmicas inertes, vidros cesmbioativos, fosfato de célcio e
materiais derivados de estruturas naturais (DACULE97; BELMONTE, 2001).

Todos esses métodos e materiais vém sendo pesmplibaddécadas, sempre
com o intuito de favorecer a regeneracédo de dsféisseos, impedindo a proliferacédo
de tecido conjuntivo para o interior do defeitoagmda, acelerando o processo de
neoformacéo ossea.

Na Odontologia moderna, o uso de Lasers tem cresohsideravelmente,
funcionando como uma opg¢do conveniente aos dentgipamentos e técnicas ja
consagrados no tratamento das afec¢bes da cavidadé Na medicina, os lasers ja
sdo empregados ha décadas nas mais variadas kdpdem como oftalmologia,
cirurgias gastro-intestinais, vasculares etc. Nantmlogia os lasers surgiram no inicio
da década de 80, inicialmente auxiliando procediasecirdrgicos como gengivectomia

(Laser de alta poténcia). Hoje essa tecnologigeserd/olveu e os laseres séo utilizados



como auxiliares em diagndstico de lesGes cariasaggias mucogengivais, cirurgias
0sseas e, ainda, como auxiliares nos processdsiaaia pos-cirargicos ou de lesdes
ulceradas, dentre outras, através do seu comprgadacial antiinflamatorio. Trata-se
do Laser de Baixa Poténcia ou também conhecido ¢a@ser de Baixa Intensidade ou
ainda, Laser terapéutico (OSHIRI & CALDERHEAD, 199hue confere efeitos

analgésicos e antiinflamatérios as lesGes ou agumas quais ele € aplicado.

O termo laser é um acrébnimo com origem na linggéesa que significaight
Amplification by Stimulated Emission of Radiatienvem a ser uma fonte de luz que
produz um feixe monocromatico, ndo difuso, de tdrmae formas constantes e que
apresentam amplitudes idénticas, capaz de estimutacatrizacao tecidual (KANA,
1981; AALMEIDA-LOPEZ, 2004), aumentar a atividadesdibroblastos e condrécitos
(SCHULTZ, 1985; OZAWA, 1998), acelerar a sintesecdigeno (BOZATRA, 1984;
THEODORO, 2002), diminuir o tempo regenerativo desfes de tecidos
neurosensoriais (ANDERS, 1993) e diminuir a dor EHDORO, 2002).

Em um estudo realizado por Tang, 1986 foi demodstcue a terapia com laser
de baixa intensidade aumenta a divisdo das céldamelhas do sangue, dos
macrofagos, fibroblastos, condrdcitos e osteoctastotecido dsseo. O Laser de Baixa
Intensidade também aumenta a sintese de DNA e Riwfesentando uma maior
atividade celular e um aumento na sintese de peo{@HEODORO, 2002).

Nesse contexto, o conceito de bioestigiidatecidual com a terapia do
Laser de Baixa Intensidade vem atraindo espe@atab.

Recentemente, o uso de radiacdo a laser tem deadmser uma alternativa
terapéutica para o tratamento periodontal conveati&CULEAN, 2004).

Os laseres de baixa intensidade como os de ruliip-piEdnio e de Arsénio-

Galio-Aluminio, possuem um efeito fotobioldgico gpeomovem a aceleracdo dos



eventos do processo de cicatrizacdo tecidual, dtuao nivel celular, através da
interacdo fotoquimica, podendo promover um aumel@ometabolismo celular e,
consequentemente, induzir diferentes efeitos, canalgésico, antiinflamatério e
reparador (THEODORO, 2002).

Em virtude da problematica por tras dos procediogentgenerativos aplicados
em defeitos O0sseos e diante dos efeitos positivoslager terapéutico como
biomodulador celular, gerou-se uma necessidadeedavaliar, em laboratorio, uma
condicdo de tratamento para defeitos 6sseos dengdes criticas utilizando apenas a
técnica de laserterapia que hoje em dia tem corglsiscom maior acessibilidade o
cotidiano do dentista em seu consultorio.

Este trabalho tem por objetivo, avaliar atravésnitaoscopia de luz transmitida
e radiografia realizada em mamaografo, a regenerde&defeitos 6sseos de dimensdes

criticas criados em calvaria de ratos e tratadesagpcom a técnica da Laserterapia.



2. Desenvolvimento

2.1 Revisao de literatura

2.1.1 - Defeitos

A reconstrucdo de defeito com grande perda de degsdeo representa um
desafio para as cirurgias reconstrutivas. Estesitdefsdo constantemente encontrados
em regibes acometidas previamente por tumoregscigtfec¢des, traumas ou pos-
cirdrgicos. InUmeras estratégias para estimulaicatrizacdo tecidual 6ssea tém sido
estudadas e testadas, incluindo enxertos autogenal®genos de osso cortical, a
utilizacdo de fatores de crescimento (PDGF e PGEReneracdo tecidual guiada,
materiais derivados da matriz do esmalte e o uBESER, 1990; GESTRELIUS, 1997;
LYNGTADAAS, 2001).

Procedimentos visando o reparo e a substituicateddo 0sseo perdido, por
eventuais patologias ou traumas, tém sido avaliadosonga data. O tecido 6sseo
repara-se por processo de regeneracdo (CATANZAROIMBBAES 1982;
HOLINGER & WONG 1960; GORANSSON et al. 1992 e BEGKE995).

Schimtz & Hollinger, 1986 e Kawamura & Urist, 1988aram o conceito de
defeito critico em cirurgia 6ssea no qual estaleeten que, o defeito 0sseo resultante
de uma cirurgia de qualquer natureza quando uksgya uma determinada dimensao,
que é prépria para os diversos tipos 6sseos esdv@&spécies animais, nao € passivel
de cicatrizacdo por regeneracdo, mas, apenas plferacao de tecido fibroso. Para
contornar esse problema sdo utilizados enxertompgantes que preenchem a loja

cirdrgica e impedem o preenchimento da mesma podaeconjuntivo fibroso
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cicatricial, dando tempo para o lento processoedeneracao 0ssea, que gradualmente
substitui 0 material implantado, ao que se denomgganeracao por substituicao.

Enxertos 0sseos sdo comumente utilizados em @surgdrtopédicas
reconstrutivas, na reparacdo de defeitos dsseadosriem cirurgias oncologicas, em
infeccdes e traumas com perdas 0sseas e em majfiemeongénitas. O material 6sseo
implantado impede a penetracdo de tecido conjunBveerve de arcabouco para a
regeneracao 0ssea atraves da atividade osteoiadutigéteocondutiva. As opcdes para
enxerto 6sseo incluem 0sso autdgeno, 0sso alogesom xendgeno, e substitutos 6sseos
(FRIENDLAENDER 1987; GOLBERG & STEVERSON 1987; LAN& SANDHU
1987).

Os caminhos que o processo de reparo pode seguacaddo com a localizacao
e amplitude do defeito (AABOE et. AlL1994), sdo ammados ossificacdo
intramenbranosa e endocondral, sendo, esta Ultianacterizada pela formacéo de calo
cartilaginoso intermediando a formacéao de tecidedsnaduro.

Na reconstrucdo de defeitos 0sseos, torna-se @&eicessar condicdes para o
estimulo da neoformacédo Ossea. Contudo, o0 prin@pataculo para o sucesso do
processo de reparo é o crescimento de tecido fibpzsa o interior do defeito,
impedindo a osteogénese, admite-se que os fibtoblasn proliferacéo liberam fatores
sollveis inibidores da osteogénese (OGISO et. 291). Alternativamente, é possivel
que o problema se situe na falha celular de formagd matriz calcificavel
(SCHIMITIZ et. al. 1990), provavelmente causadadalta de liberacdo de fatores de
crescimento e fatores de diferenciacdo. Em vigtaodivarios métodos, ancorados em
principios diferentes (DAHLIN, 1994) tém sido w#idos para induzir o reparo 6sseo
em defeitos criticos, tais como 0 emprego dasdéasrde regeneracao tecidual guiada e

uso de enxertos ou substitutos 6sseos, entre axordiecidas.
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2.1.2 - Laser

A introducéo da tecnologia do laser no Brasil fastante tardia, se comparada a
outros paises, principalmente Europa e Estadosodnids primeiros trabalhos séo da
década de 80 sendo descritos por Duarte, BrugAerg, Wadanabe e, posteriormente
por Silveira, Genovese e Pinho na década de 90.

Estudos tém sido desenvolvidos em todos os setwsgando que essa € e sera
provavelmente em curto prazo uma das maiores atlesl e de fontes de pesquisa
dentro da Odontologia, solucionando em grande parti#o problemas que ha bem
pouco tempo apresentavam grandes controversias EEAW990; CEKIK 1990;
CLOKIE 1991; GERSCHMAN 1994; PINHEIRO 1997 e BRUGRI& 1998).

Segundo Vecoso 1993 e Baxter, 1994, a lasertemapkssificada como de
baixa poténcia, sem potencial destrutivo, de acooto seu defeito no tecido é indicada
para diversas patologias como traumatismos musgjlarticulares, nervosos 0sseos e
cutaneos.

A acédo e o efeito do laser de baixa poténcia niddesdo bem explicados por
(VECOSO, 1993) segundo o qual a radiacdo obserpattatecido provoca efeitos
primarios ou diretos, o0s quais incluem efeitos biotdcos, bioelétricos e
bioenergéticos. Posteriormente, ocorre o desencamda de efeito indireto, como
estimulo a microcirculagdo e ao trofismo celuladee efeitos terapéuticos, os quais
incluem efeito analgésico, antiinflamatorio, ardematoso e estimulante de trofismo

dos tecidos.
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Yaakobi et al. 1996, estudaram o efeito do lasdioiNebnio de baixa
intensidade o reparo da regido cortical da tibiayatos. Os resultados mostraram que a
radiacdo do laser aumentou em duas vezes o regaem.0Portanto, a regeneracao
aconteceu mais rapidamente nos ratos irradiadgsie@m ratos nao irradiados.

Ozawa el al.,, 1998 analisaram o efeito da irradiad@ laser de baixa
intensidade (830 nm) em cultura de células 0sseamtds. Os resultados mostraram
que o laser, provavelmente, estimulou a formacéosde através de suas funcodes: 1)
estimulacao da proliferacdo celular, principalmerddormacao de células da linhagem
osteoblastica; 2) estimulacdo da diferenciacaddareltesultado no aumento de células
osteoblastica diferenciadas, com consequente aonmenformacédo 6ssea. O entanto,
esses efeitos sdo observados apenas em célulasamat

Estudos que utilizaram radiacdo de laser de baié@npia mostraram efeitos
benéficos na osteogénese (LUGER 1998; TRELLES, )198¥m aumento na

vascularizacéo e aceleracdo na razao de formaséa.os



13

3. Material e método

Este trabalho foi submetido & avaliacio e aproysda Comissido de Etica em
Pesquisa da Universidade do Sagrado Coragéo, Bfuru-

Neste estudo, foram utilizados 30 ratORVEGIUS ALBINUS machos,

adultos, com peso médio de 250g. Os animais foraigidbs em 2 grupos, com quinze
animais cada, compondo dessa forma os grupos t®etexperimental. Durante todo o
estudo os animais foram mantidos em boas condigfdgsentais, de alimentacao,
temperatura, higiene e iluminagéo.

A identificacdo se deu através de uma ficha deéb@mt(ANEXO |I), para a

realizacdo dos defeitos 6sseos de acordo com oajabdixo:

GRUPO Local da Osteotomia Tratamento associado
*
EXPERIMENTAL Calvéria (sutura interfrontal) Preenchimento pagido
5 + Laserterapia
CONTROLE Calvéria (sutura interfrontal) Somente  preenchimento
5 por coagulo

30: Valor representativo do tamanho da amostra

Para o procedimento cirdrgico os animais foram ilolbs a injecéo
intramuscular (IM) de cloridrato de dihidrotiazthaa dosagem de 1.0mL/Kg de peso

vivo aplicada na musculatura da face interna da pasterior direita do animal para

? Rompun-Bayer do Brasil
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efeito de relaxamento muscular. Apés 5 minutos,rfobduzida a solucdo anestésica
também pela via intramuscular (IM) & base clorlrdé ketamina na dosagem de
1.0mL/Kg de peso vivo aplicada na face interna aka pposterior esquerda do animal
(Belmonte, 2001).

Apés a instalacdo da anestesia geral foi realizaddacotomia da regido de
interesse (calvaria) seguida pela manobra de eap$i® com solugdo de
Polivinilpirolidona (PVPI-tépico). A infiltragdo deim agente anestésico locdbi
realizada previamente ao procedimento de inciséoadinalidade de promover maior
hemostasia local. A area a ser operada foi isotdevés de campos cirlrgicos de
algodao cru estéreis.

Em condigBes estéreis, uma incisdo cutanea e taritessaproximadamente 3cm
de extenséo, no sentido longitudinal da calotaianay foi realizada com bisturi e
lamina 11"15. Com o auxilio de uma espatula destaca-periésigaiu-se com a divulsdo
dos tecidos confeccionando um retalho de espessiataou mucoperiostal, expondo o
tecido 0sseo.

A osteotomia foi realizada através de broca tréfoman diametro de 5mm em
motor de baixa rotagdo, no centro da sutura imtetdl na calvaria do animal, sempre
sob irrigacdo abundante com solucgédo fisiolégicargst gelada, rompendo as corticais
O0sseas externa e interna, removendo o fragmenteo 6ssexpondo a duramater,

confeccionando um unico defeito 6sseo, circulae 8rdm de didmetro (FIGURAL).

“Dopalen Injetavel — Vetbrands
* Citanest 3%, Astra Quimica e Farmacéutica Ltdau@a- SP
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FIGURA 1: Desenho esquematico dos defeitos tratadagupo controle

Os animais do grupo experimental tiveram os setestdg 6sseos preenchidos
por coagulo sanglineo e receberam, na sequéndai@gdecdo com Laser de Baixa
Poténcid*, na dosimetria de 120j/dndosagem esta, recomendada pelo fabricante. Os
animais do grupo controle tiveram seus defeitoeasspreenchidos por coagulo
sanguineo, da mesma forma que os animais do gryperiental, porém nao
receberam em qualquer momento a irradiacdo conr dasBaixa Poténcia.

Sequencialmente, iniciaram-se 0s procedimentos uleiras por planos,
primeiramente do periosteo sobre o defeito éssemmeseguida, da pele com fio de

sutura 4-0°. (FIGURA 2 A-F).
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FIGURA 2: A) Antissepsia local prévia com PVPI témi B) Exposicdo da regido da
calvaria onde foi criado o defeito; C) Defeito aiar demarcado com broca trefina de
5mm de didmetro; D) Defeito 6sseo criado removendortical externa e interna da
calvaria e preenchimento por coagulo; E) Suturgpfmnos, inicialmente da membrana
periostal e F) posteriormente da pele.
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O periodo de analise foi de 15, 30 e 60 dias pésavgrios. Em cada periodo
foram sacrificados 5 animais do grupo experimentablnimais do grupo controle.

Os animais do grupo experimental receberam maisode dadicional de
Laserterapia com fluéncia de 120jfcencada 3 dias, seguindo protocolo de aplicacéo
recomendado pelo fabricante e pela literatura @iare(LIMEIRA-JUNIOR 2001;
ALMEIDA-LOPES 2004).

Para a aplicacdo do laser os animais tiveram cquebee uma sedacao completa
para que o laser fosse aplicado de forma corratagj@, sem que o animal se movesse.

Uma injecdo intramuscular (IM) de cloridrato deidibtiazin®, na dosagem de
0,3mL/Kg de peso vivo aplicada na musculatura da faterna da pata posterior direita
do animal, apds 5 minutos, foi realizada a anestgsial, utilizando injecdo IM a base
cloridrato de ketamirana dosagem de 0,3mL/Kg de peso vivo aplicadaca ihterna
da pata posterior esquerda do animal. Como desaxitoa, uma dosagem menor das
drogas foi administrada para aplicacdo do LaseBai@a Poténcia, visto que esta
técnica é de rapida execucao e nao exige longésdosrde sedacao.

A forma de aplicacdo do laser foi dividida em gogbontos localizados nas
extremidades do defeito 6sseo (norte, sul, lestesee - FIGURA 3), onde cada ponto
era irradiado um de cada vez com fluéncia de 1®8j/seguindo protocolo de aplicacdo
recomendado pelo fabricante e pela literatura Eaere(LIMEIRA-JUNIOR 2001;
ALMEIDA-LOPEZ 2004).

Durante todo o periodo pos-operatorio os animaenicalimentados com racao

sélida e agua.

? Rompun-Bayer do Brasil
“Dopalen Injetavel — Vetbrands
* Citanest 3%, Astra Quimica e Farmacéutica Ltdau@a- SP
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FIGURA3 Desenho esquematico do defeito 6sseo no craniage® por coagulo sangi

ilustrando pontos irradiados ao redor do de

3.1 - Preparo das Pecas:

ApoOs o periodo de proservacao os animais foramfisados aos 15, 30 e 60
dias através da super dosagem de anestésico (@rse Ginica de 2ml/animal). As areas
operadas foram expostas e examinadas atentamenate pagistro de eventuais sinais
macroscopicos de inflamacao e/ou infeccao.

As pecas foram removidas através de osteotomiadisocos de carburundum

em baixa rotacao.
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3.2- Ralizac&do Radiografica

Foram eleitas, aleatoriamente, uma peca de cad#o,gtanto experimental
quanto controle, dos periodos de 15, 30 e 60 dissm como a peca inicial pos-
operatoria.

As pecas foram imersas em solucédo de Formol — 18f¥iadas para o Hospital
Beneficéncia Portuguesa de Bauru, onde foi reaizathmada radiografica.

Para realizacdo da radiografia, utilizou-se o dbarenamografo (descrever
marca e modelo).

As pecas inicial, grupo controle e grupo experirakehb, 30 e 60 dias, foram
posicionadas no mesmo filme e em seguida foramstap@os raios X com distancia

foco-filme de 64 cm, poténcia de 25 KV e 4 MA (FURA 4).



O

Inicial POI

L]

15 dias teste 15 dias controle

£ o

30 dias teste 30 dias controle

60 dias teste 60 dias controle

20

4. Radiografia realizada em mamografo, com as pégagal, 15, 30 e 60

dias controle e experimental.
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3.2.1- Digitalizacéo Radiografica

Para que fosse possivel uma adequada descric&desidsgdos radiogréaficos, a
radiografia foi digitalizada em resolucdo de 30Qajria uma melhor nitidez e facilidade
de visualizacéo das imagens.

Utilizando-se do programa Microsoft Adobe Photosfidpa imagem pode ser
avaliada na tela do monitor e ampliada para queesse uma melhor visualizacédo das
areas de interesse.

Com as imagens das pecas radiograficas expostasaalddo na tela do
computador, foi possivel realizar uma circunferéngadrédo construida com a
ferramenta Marca de selecdo no formato circulatoroando as margens do defeito da
peca inicial que possuia exatos 5 mm de diametro.

Nas configuracbes do programa Microsoft Adobe Fdfaip 7.0 os 5mm de
diametro foram demarcados com a circunferénciadabpiela ferramenta com uma
medida de area de 72 x 72 pixels que possuiama§ooia a medida do defeito 6sseo
das pecas, criando assim uma circunferéncia pagls@oserviu para comparacdo de

todos os defeitos, tanto do grupo controle, qudotgrupo experimental.

3.2 - Fixacao das Pecas:

Apos da realizacdo da tomada radiografica, as péwgasn submetidas ao

processo de descalcificacdo pelo método de MORSEHmimado o periodo de

descalcificacéo, os espécimes foram lavados emcguente por doze horas.
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3.3 - Descalcificacéo e Diafanizagéo

O processo de descalcificacdo consiste na remogaoalktio tecidual, sem
alteracfes nas estruturas celulares.

Todas as pecas foram submetidas ao processo deaifesacao pelo método de
MORSE, que consiste na mistura de duas solucoks:ads0A (citrato de sodio — 2009/
agua destilada — 1000ml) e solucéo B (acido formi&®0ml/ agua destilada — 500ml),
em iguais proporcdes. A descalcificacdo dos esm&cinge completou em
aproximadamente quatro semanas, sendo as solugdadds a cada 48 horas.

ApOs a descalcificacdo, as pecas foram preparadas @ inclusao.
Primeiramente foi feita a desidratacdo, que camsiatretirada do contetdo aquoso do
interior das células. Esse processo foi consegattavés da imersdo das pecas em
solucbes de alcoois 70%, 80%, 95% e 100% e, enmdsedui realizada a diafanizacao
com xilol, que tem por finalidade preencher os espaanteriormente ocupados por

agua e permitir a penetracdo da parafina em toslogersticios do tecido.

3.4 - Incluséo e Corte:

A partir desse momento, as pecas foram incluidagazafina (66 C).

Uma vez preparados os blocos de parafina, os mefmnas submetidos a
cortes em microtomo (Leica RM - Germany), na espasdge cinco micrometros, e
estendidos em banho-maria a°@5 Posteriormente os cortes foram colocados nas

laminulas e, estas, foram colocadas em estufespasgem.
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3.5 - Processo de Coloracdo: Técnica da Coloracdone Tricrbmico de

Masson:

Este procedimento de coloracdo consiste na limgesalaminas através da
imersado das mesmas em xilol (I) por quinze minegtoginda, em xilol (Il) por quinze
minutos. Prossegue-se por passagens sucessivasahl®0%, alcool 95% e alcool
70%, intercalando cada banho por lavagem em aguente por cinco minutos. Apés
cada imersdo, removem-se 0s excessos das substéne@vidas apenas escorrendo-
as.

Em seguida, as laminas sédo fixadas em liquidBalein por aproximadamente
uma hora, a 56C.

Ao final desse periodo, faz-se a lavagem em Aaguaerte, por
aproximadamente uma hora (até sair a cor do fijatltoragem em agua destilada por
cinco minutos, imersdo em Hematoxilina por cincowutds e nova lavagem em agua
corrente e agua destilada por cinco minutos.

Apds a passagem nessas solucdes, é feita a caopagcdcinco minutos na
solugdo “A” (solucdo aquosa de fucsina acida a 18éyjuida da imersdo por dez
minutos na solucao “B” (&cido fosfomobilidico — Bglicionado de acido fosfotingstico
— 5g e agua destilada — 200ml) para lavagem eaaintersdo por dez minutos em
solucdo “C” (azul de anilina — 1g adicionado de riD@e &cido acético a 1%) e
lavagem em agua acética (acido acético — 1ml/ dgsi@lada — 100ml) por trés minutos

e agua destilada por cinco minutos.
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Segue-se com imersdes rapidas em alcool 95% (czas)y alcool 100% (duas
vezes), xilol I e 1l (quinze minutos em cada sob)gd, finalmente, imersdo em solucéo

de xilol 1l até a montagem das laminulas, usaReonount

3.6 - Analise Histologica:

A analise histolégica a microscopia Optica foi ida empregando um
fotomicroscopio (NIKON ELIPSE 80i), e um programangutadorizado para
averiguacdo das pecas histoldgicas (PRO-PLUS 5.1).

Esta andlise foi realizada comparativamente entregropo controle e

experimental.
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4. Resultados:

As areas portadoras dos defeitos cirdrgicos foreafiaalas clinicamente
todas as semanas com a finalidade de se obseoas de infeccdo. Em todos os casos
utilizados no experimento, ndo foram detectadosiside infeccdo nas areas dos
defeitos ou proximo a elas.

O grupo controle, igualmente ao experimentalat@liado em periodos de
quinze, trinta e sessenta dias ap0s as cirurgmdefeitos 6sseos.

Os achados histoldgicos o tecido conjuntivo na @®alefeito cirargico foi
sempre observada nos periodos controle e expeameurém, os ultimos exibiram
maior quantidade de tecido conjuntivo osteogénicorabéculas Osseas imaturas,
principalmente nos periodos avancados, enquantcacivsdos radiograficos pode-se
avaliar uma formacdo de manchas radiopacas naadaldefeito sendo que no grupo
experimental essa velocidade de formacao foi maimtdas as avaliacGes radiograficas
tomaram como orientacao a circunferéncia de 72,»pd@&ronizada, criada a partir do

defeito criado na peca inicial. A neoformacao 6éssadre sempre a partir da parede do

defeito 6sseo.

Periodo de 15 dias (Histol6gico):

Os defeitos 6sseos nao irradiados desenvolveranpadréo tipico de

processo de reparo observados em defeitos com simemitica. A regido apresentou-

se totalmente preenchida por tecido de granulagiin,areas hemorragicas e pequenos
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focos de tecido conjuntivo osteogénico, estes ikamos mais proximos as paredes do
defeito 6sseo (FIGURA 5).

Nesta fase, os defeitos 0Osseos irradiados, ewibiecido conjuntivo
osteogénico em quase toda a sua extensdo, bemtcalméoulas 6ésseas imaturas nas

extremidades do defeito e na regido supra-dur@éRA 6).

Periodo 15 dias (Radiografico):

Tanto os defeitos do grupo controleargo do grupo teste néo
apresentaram ganho de estrutura radiopaca paraeooindo defeito. No entanto
observou-se que a peca do grupo controle (FIGURAub2a perda regular de area
radiopaca em toda a circunferéncia do defeito.ddgparada ao grupo experimental do
mesmo periodo (FIGURA 13) existe uma consideraifetehca, pois a peca do grupo

experimental (FIGURA 13) ndo sofreu perda de poredapaca nas bordas do defeito.

Periodo 30 dias (Histologico):

Nos defeitos nao irradiados, nota-se coagulo s$amegiainda em fase
inicial de diferenciacdo. Presenca de tecido denujggédo e tecido conjuntivo
osteogénico no interior do defeito. Trabéculas assmaturas em pequena quantidade
nas extremidades do defeito (FIGURA 7).

A FIGURA 8 mostra um defeito 6sseo irradiado pobéio de borda a
borda por tecido conjuntivo osteogénico — na porg@perior — e trabéculas 6sseas

neoformadas — na porgao inferior.
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Periodo 30 dias (Radiografico):

No defeito nédo irradiado (FIGURA 14) observa-se paeda heterogénea com
aspecto de bordas roidas no contorno do defeitpli@mdo a circunferéncia do mesmo.
No defeito onde foi realizada a terapia com laBéGURA 15) ja e observada
uma discreta invaginacdo de manchas radiopaca® paterior do defeito sem perda de

diametro como o que ocorreu com a peca do grupinaten

Periodo de 60 dias (Histoldgico)

Nesta fase, os defeitos 0sseos néo irradiadossearam-se totalmente
preenchidos por tecido conjuntivo osteogénico cormécao de trabéculas imaturas
apenas nas extremidades (FIGURA 9).

Finalmente, a FIGURA 10 mostra um defeito éssewliado com focos de
formacdo 6ssea lamelar nas extremidades, além,raledey quantidade de tecido
conjuntivo ostegénico e trabéculas Osseas imatomasnterior com auséncia de
formacao de calo condrogénico. Observar coagulgisaeo no centro do defeito, ja em

estagio avancado de diferenciagdo em tecido camjuosteogénico.

Periodo 60 dias (Radiogréfico):
Nesta fase a peca néao irradiada (FIGURA 16) apt@sen pequeno ganho na

area radiopaca nas paredes circundantes ao dgfedem ainda possui areas que ndo
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preenchem a circunferéncia padrdo criada, utilizpdea a comparagcdo entre o0s
defeitos.

Diante da peca irradiada podemos observar comzelasggnificantes areas de
manchas radiopacas que cresceram em direcdo ao dentlefeito se comparado ao
grupo controle do mesmo periodo, alem de todaatab apresentarem-se crescidas

em direcéo a luz do defeito se comparadas a cecdméia padrao (FIGURA 17).
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FIGURA 5: Fotomicrografia da regido do defeito @ssentrole. 15 dias.

A) Notar a presenca de tecido conjuntivo em todatansao do defeito.

B) Na regido superior esquerda observar a presentzcido conjuntivo
osteogénico oriundo da membrana periostal. O mesmwe na regido superior
direita, porém de maneira discreta. (Tricromicdvidsson — aumento linear
original 10x).
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FIGURA 6: Fotomicrografia da regido do defeito @ssgperimental. 15 dias.
A) Notar a presenca de tecido conjuntivo osteogéndinterior do defeito.
B) Na regido supra-dural observar a presenca Hédutas 0sseas imaturas.
C) No centro do defeito, observar de coagulo sareglja em processo de

diferenciacéo, dando lugar ao tecido conjuntive@génico. (Tricrémico de
Masson — aumento linear original 10x).
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FIGURA 7: Fotomicrografia da regido do defeito @ssentrole. 30 dias.
A) Presenca de trabéculas de osso imaturo na maggnerda do defeito e, em
menor quantidade, na margem direita.
B) Notar a presenca de tecido conjuntivo osteogémicinterior do defeito.
C) Coégulo sanguineo no centro do defeito em fasel de diferenciacgéo.
(Tricrébmico de Masso— aumento liner original 10x)
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FIGURA 8: Fotomicrografia da regido proxima a mang#o defeito 6sseo experimental.

30 dias.

A) Notar a presenca de tecido conjuntivo osteo@éain toda a extensao do defeitq.

B) Na porcéo inferior, abaixo do tecido conjuntogieogénico, notar a presenca ds

1”4

trabéculas 6sseas imaturas. (Tricrdmico de Massamento linear original 10x).
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FIGURA 9: Fotomicrografia da regido do defeito @ssentrole. 60 dias.
A) Notar nas extremidades do defeito a presen¢eatiéculas 6sseas imaturas
B) Ainda nas extremidades do defeito observaeagnca, em pequena
guantidade, de tecido 6sseo lamelar.
C) No centro do defeito, notar a presenca de tezndguntivo osteogénico e
coagulo sanguineo em fase inicial de diferencia@@wrémico de Masson —
aumento linear original 10x).
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FIGURA 10: Fotomicrografia da regido do defeitoemsexperimental. 60 dias.

A) Grande quantidade de trabéculas 6sseas imatasasxtremidades do defeitp.

B) Na porcéao central do defeito, notar a presergeodgulo sangiiineo em fasg
avancada de diferenciacdo, mostrando tecido comjuasteogénico em
grande quantidade nas porc¢des periféricas do cmagul

C) Ossificacdo intramembranosa caracteristicanaiséotal de condrdcitos.

D) Presenca de osso lamelar nas extremidades dibodéTricromico de
Massor— aumento linear original 10:

O

\1%4




Inicial POI

FIGURA 11 Peca inicial demonstrando o defeito de 5mm corbada:
bem definidas.

Circunferéncia criada para corapaos defeitos entre
grupos.
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15 dias controle

FIGURA 12: Radiografia de 15 dias controle denssdo defeito com as
bordas irregulares apresentando um aumento naldefdito caracterizan
uma reabsorcao periférica.
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15 dias teste

FIGURA 13: Defeito com as bordas regulares sem atom& luz do
defeito.
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30 dias controle

FIGURA 14: Padréo irregular de formacao 0ssea @mas de reabsorcéo
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30 dias teste

FIGURA 15: Padréo de formacao 6ssea regular seas deereabsorcgao.
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60 dias controle

FIGURA 16: Padrédo de formacao 6ssea periféricaagomas areas de
reabsorcédo persistentes.
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60 dias teste

FIGURA 17: Radiografia mostra grande area radiopggease mostra
avancando em dire¢c&o ao centro do defeito dimimuawhsideravelmente a
sua luz.
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5. Discussao

A reconstrucdo de defeitos com grande perda ésmma@senta um desafio para
as cirurgias reconstrutivas. Assim, defeitos colvsg&ancial perda éssea podem ocorrer
na face em consequéncia de traumas, infeccdes, aliaentongénitas e resseccao
tumoral. Na reconstrucdo desses defeitos, torn@esessario criar condi¢cdes para o
estimulo da neoformacédo 0ssea, uma vez que o tésgBm repara-se por regeneracao
(CATANZARO GUIMARAES, 1982; GORANSSON ET AL., 199BECKER, 1995;
HOLLINGER & WONG, 1996). Contudo, o principal obstdo para o sucesso do
processo de reparo, ou seja, para o0 estimulo déormexdo d6ssea, é o rapido
crescimento do tecido conjuntivo cicatricial quegrche o defeito ésseo cirargico e
impede drasticamente a osteogénese. Com a faltegdaeracdo 0ssea, desenvolve-se
a reparacao fibrosa, ou pseudoartrose, ou aintEg-aniao.

Como a reparacao fibrosa é destituida de valdédizd no processo de
reparo 6sseo, varios métodos, ancorados em psaiiifierentes (DAHLIN 1994), tém
sido utilizados para contornar este problema dedgraepercussao cirdrgica, qguando se
trata de processo de reparo 6sseo em defeitasriti

Um desses métodos consiste na regeneracdo tegigadha. O principio
da regeneracdao tecidual guiada baseia-se no fajoaldiferentes tipos de células, que
circundam o leito Osseo cirurgico, proliferam emedfio a area do defeito com
velocidades diferentes. A velocidade de prolifepagélular determina a qualidade do
processo de reparo no defeito. Assim, fibroblagtasproliferam mais rapidamente que
as células osteoprogenitoras, preenchem o defeitmdezem reparacédo fibrosa
condenando o processo de reparo 0sseo. A utilizdgdonembrana tem a finalidade de

inibir a proliferacdo dos fibroblastos para o idedo defeito, permitindo um tempo
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adicional para as células osteoprogenitoras repav@aca do defeito produzindo, com
eficiéncia, neoformacao 6ssea (BUSER 1994; GOME®B;1ISCHLEGEL 2000).

Outros métodos utilizam enxertos ou substitutceds sintéticos como
materiais de implante, preenchendo por completea do defeito 6sseo e, desta forma,
impedindo a proliferacao de fibroblastos no intedo mesmo.

No presente trabalho ndo foram utilizados quaisouateriais de implante,
com propriedades osteoindutoras e/ou osteocondytooapreenchimento dos defeitos
0sseos, tampouco, membranas foram utilizadas cofmadidade de impedir o
crescimento de tecido conjuntivo cicatricial panaterior do defeito. Todos os defeitos
0sseos criados foram preenchidos apenas por co&gulglineo e encobertos pelo
periosteo através da técnica de sutura por planos.

Em defeitos 6sseos, 0 processo regenerativo € eampl se processa em fases
distintas. Inicialmente, formam-se coagulo sangilimeacdo inflamatoéria e formacao
de tecido de granulacdo mesenquimal em substita@igamagulo; subseqientemente, o
processo regenerativo pode evoluir por dois cansintiderentes, respectivamente
denominados direto e indireto. O caminho diretanforcalo osteogénico constituido,
em sequéncia, por 0sso imaturo nao-lamelar, fornedosubstituicdo ao tecido de
granulacdo mesenquimal, e osso osteonal lamelanmmémmado em consequéncia da
remodelagé@o do 0sso n&o-lamelar imaturo. O cammticeto forma calo osteogénico
através de uma cascata de transformacfes tecmlugisnvolve, primeiro, a formacao
de tecido cartilaginoso em substituicAo ao teci@o gdanulacdo mesenquimal e,
segundo, pela formagcdo de tecido 6sseo imaturolandelar em substituicdo a
cartilagem que, em sequéncia, sofre remodelag@ageido ésseo lamelar ou osteonal.
O resultado de ambos 0s processos € a regeneracéiovd 0SSO cuja estrutura é

indistinguivel do osso maduro preexistente. (BELM@N2001).



44

Mais recentemente, a utilizacdo de Laseres Terngp8uwiem se ampliando nas
areas médica e odontoldgica, sobretudo, como atxith processos cicatriciais devido
as suas propriedades analgésicas, antiinflamatériasti-edematosas, funcionando,
ainda, como biomodulador celular (VECOSO, 1993).

O principal objetivo deste trabalho é o estudo efzaracao tecidual 6ssea em
defeitos preenchidos apenas por coagulo sanguineadéados com laser de baixa
intensidade, seguindo protocolo descrito na litegatcorrelata (LIMEIRA-JUNIOR
2001; ALMEIDA-LOPES 2004).

Nossos resultados mostraram, jA nos periodos igibiatolégicos do grupo
experimental, maior velocidade na diferenciacaaolagl exibindo formacéao de tecido
conjuntivo osteogénico e focos de formacdo Ossemlamdelar (FIGURA 6) e
radiograficamente o defeito se mostrou com toddmedas regulares e correspondendo
a circunferéncia padréo criada para comparacaatdaadr dos defeitos (FIGURA 13),
enquanto que, os defeitos do grupo controle higitd§, no mesmo periodo,
apresentaram pequena quantidade de tecido comgupgieogénico e nenhum sinal de
formacéo 6ssea (FIGURA 5) e radiograficamente coas $ordas sem continuidade e
com aumento do seu diametro o que sugere uma peegeabsorcdo 6ssea em toda a
circunferéncia do defeito (FIGURA 12 ). YAAKOBI al. (1996), encontraram
resultados histol6gicos semelhantes avaliando aroefisseo da regido cortical da tibia
de ratos irradiada com laser de baixa poténciaau@wes relataram uma velocidade no
reparo do defeito 6sseo duas vezes maiores nosiarimadiados.

Essa aceleracdo do processo cicatricial no grugmeremental também foi
observada nos periodos de 30 e 60 dias da avaleégtdtogica. A (FIGURA 7) ilustra

um defeito 6sseo do grupo controle no periodo deéi& com coagulo sangliineo ainda
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em fase inicial de diferenciacdo e pequenas quaddside trabéculas 0sseas imaturas
localizadas mais proximas as extremidades do defehquanto que, no grupo
experimental no mesmo periodo (FIGURA 8), obseeva-$reenchimento, quase por
completo, do defeito por tecido conjuntivo osteagére expressiva quantidade de
tecido 6sseo neoformado. Radiograficamente podésnasem concluir esta aceleracao
do processo cicatricial o grupo experimental delia@ em relacédo ao grupo controle do
mesmo periodo, pois o grupo experimental além ddidea circunferéncia interna do
defeito sem areas de reabsorcédo apresentou atbhagaeas em direcdo ao centro do
defeito (FIGURA 13), enquanto que no grupo contmldefeito se apresentou com
margens indefinidas sem manchas radiopacas invadiaz do defeito (FIGURA 14).
Da mesma forma, no grupo controle 60 dias histo®@FIGURA 9) observa-se a
presenca de tecido conjuntivo osteogénico, trabgcasseas imaturas e tecido 6sseo
lamelar em quantidades menores que no grupo expeamn (FIGURA 9).
Radiograficamente o grupo de 60 dias € o que ameesraiores diferencas entre o
grupo experimental e controle, observando no grexperimental uma quantidade
muito maior de areas radiopacas (FIGURA 17), queds® bordas ao centro do defeito,
se comparado ao mesmo periodo do grupo controle esda quantidade de éareas
radiopacas nao € tdo grande (FIGURA 16 ).

Tais achados justificam-se pelas reconhecidas iedgates dos laseres de baixa
poténcia como estimulo da vascularizacédo locaprdéferacao e diferenciacdo celular
(TRELLES MA, 1987; LUGER, 1998; OZAWA et al. 1998ps laseres de baixa
poténcia aumentam a producdo de ATP que ira prigp@c 0 aumento na divisao
celular, estimulo a microcirculagdo, aumento delnde nutrientes e formacéo de vasos

a partir de vasos pré-existentes (VECOSO, 1993).
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6. Conclusao

Baseados nos achados deste trabalho, conclui-se guadiacdo de defeitos
0sseos de dimensdes criticas com laseres de lmiaca favorece sua regeneracdo em
menores periodos que defeitos ndo irradiados. @memto de defeitos dsseos pela
técnica da Laserterapia parece néo oferecer resez@socesso regenerativo desde que

respeitado o seu protocolo de aplicacéo.
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