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RESUMO

BERGAMASCHI, Isabela Polesi. Avalia¢ao do efeito sistémico do laser de baixa intensidade sobre
0 processo de reparo 6sseo com biomateriais: estudo em coelhos. 2016. 48 f. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduagao em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2016.

Os lasers ndo cirrgicos interagem com os tecidos, resultando em fotobiomodulagdo celular. Trata-se
de uma terapia simples, segura e de baixo custo, indicada isoladamente ou como terapia adjuvante a
outros métodos. Recentemente, o efeito sistémico (distante do sitio de irradiacdo) desta terapia foi
sugerido, ndo estando claro seu alcance, tampouco mecanismos de ac¢ao. Estimulados por tal incerteza,
operamos 20 coelhos da raca Nova Zelandia, criando um defeito de tamanho critico (4,1 mm) na tibia
esquerda de cada um dos animais. Tais perfuragdes foram preenchidas com osso liofilizado sinterizado
de origem bovina (Bi0o-Oss®) e recobertas com membrana de colageno (Bio-Gide®). Houve 7 perdas,
resultando em 13 amostras, divididas em: um grupo experimental (n=8) que recebeu terapia de laser de
baixa intensidade, realizada utilizando diodo infravermelho (GaAlAs), 830nm, na dose de 10J/cm?,
pontual, com poténcia de 50 mW em emissdo continua, em um total de 7 aplicagdes com intervalos de
48 horas. As aplicacdes foram realizadas na calota craniana, portanto a distancia da area operada; e um
grupo controle (n=5) que ndo recebeu aplicacdo de laser. A morte dos animais se deu no 45° dia pos-
operatorio. Laminas histologicas do tecido dsseo enxertado da tibia foram preparadas, coradas com
hematoxilina-eosina e analisadas por microscopia de luz. As variaveis escolhidas para analise foram a
porcentagem de area 6ssea neoformada e biomaterial remanescente (medida por programa de imagens),
além de contagem de células Osseas regides distintas do defeito. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05). Nas condi¢des do estudo, ndo se observou efeito sist€émico da terapia laser
sobre o processo de reparo 0sseo.

Palavras-chave: LLLT. Efeito sistémico. GaAlAs. Enxerto 6sseo. Processo de reparo dsseo.



ABSTRACT

BERGAMASCHI, Isabela Polesi. Assessment of the systemic effects of low-level laser therapy on
bone healing with biomaterial: a rabbit model. 2016. 47 p. Final Paper (Graduation in Dentistry) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2016.

Soft lasers interact with body tissues, resulting on cellular photobiomodulation. It is a simple, low cost
and safe therapy and may be used alone or in combination with other procedures. Recently, systemic
effects (far from the irradiation site) have been suggested, but their dimension and mechanism of action
are unknown. Stimulated by these doubts, critical size defects (4,1 mm) were made on the left tibia of
20 New Zealand rabbits. The perforations were filled by inorganic bovine bone grafting (BioOss®) and
covered with a collagen membrane (BioGide®). Seven samples were lost. An experimental group
(n=8) received 7 applications of low level laser treatment (GaAlAs, 830 nm, 50 mW, continuous
emission, 10J/cm? total), every 48 hours, over a 14-day period. The laser was applied on calvaria,
thefore away from the operation site. Control group (n=5) did not receive any laser application. The
animals were killed on day 45 after surgery. Histological sections of the tibia surgical site were
processed and stained with hematoxylin-eosin. The variables studied were percentage of newly formed
bone tissue and residual biomaterial, in addition to cell count in different parts of the defect. There
were no significant difference between groups. Under the study conditions, there were no systemic
effects of soft laser on bone healing process.

Keywords: LLLT. Systemic effects. GaAlAs. Bone graft. Bone healing.
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1 INTRODUCAO

As mais de 75 trilhdes de células em todo corpo humano precisam de elétrons para se comunicar
umas com as outras. A luz laser entrega os elétrons requeridos diretamente para as células e aumenta
sua capacidade de comunicacdo e de sintese de ATP (energia) (HUSSEIN et al., 2011).

O Laser ¢ composto por ondas eletromagnéticas que apresentam algumas caracteristicas
especificas: monocromaticidade, paralelismo espacial e temporal. Ele interage com os tecidos
biologicos pelo menos de quatro formas: parte da luz ¢ refletida; parte transmitida através do tecido
sem atenuacdo; parte absorvida pelos componentes do tecido, ocasionando, no caso dos processos
ressonantes, uma transferéncia de energia para o tecido; e, finalmente, parte da luz pode ser dissipada
no tecido, podendo ocasionar interacdo em locais distantes da regido de aparente propagacao da luz —
este sem mecanismo de agdo conhecido. Além disso, resultam dessa interagdo diferentes alteracodes
celulares, principalmente de membranas, bem como a secre¢do de citocinas. Tais efeitos podem
potencialmente interferir na comunicacao celular, tanto local quanto sistemicamente.

Os lasers de baixa intensidade, ou ndo cirargicos, sdo usados para fins terap€uticos desde a
década de 1960 por suas caracteristicas de baixa intensidade de energia e comprimento de onda capaz
de penetrar nos tecidos (BRUGNERA JUNIOR; VILLA; GENOVESE, 1991; BRUGNERA JUNIOR;
PINHEIRO, 1998). Essa terapia tem a¢ao biomoduladora no processo de reparo tecidual e ¢ empregada
amplamente nas diversas areas da saude, sendo a Odontologia uma das ciéncias que mais investiga essa
tecnologia.

A LLLT (Low Level Laser Therapy ou Terapia Laser de Baixa Intensidade) tem sido indicada
para agir no processo de reparo tecidual devido aos seus efeitos fotoquimicos, fotofisicos e
fotobiologicos gerados pela interacdo da luz laser com os componentes teciduais. A estimulacdo do
processo de reparo, a reducdo da inflamacao e o controle da dor pos-operatoria (ALMEIDA-LOPES;
MASSINI, 2002; PINHEIRO; FRAME, 1992; ROCHKIND et al., 1989) sdo efeitos desejaveis
descritos. A terapia promove mudancas de carater metabdlico, energético e funcional nos tecidos
submetidos a radiagdo, resultando na evolugcdo para a cura em um periodo de tempo menor
(ALMEIDA-LOPES, 2003; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; CATAO, 2004). A LLLT parece
estimular o reparo tecidual, melhorando processo de reparo de tecidos por meio da promocao da

proliferacdao celular (KARU, 1989; GARCIA et al., 2000; HUBLER et al., 2010); da aceleracdo na



formagdo de tecidos de granulagio (KOLAVORA; DITRICHOVA; WAGNER, 1999); do estimulo a
sintese do colageno, com formagao das fibras pro-colagenas tipo I e tipo III (PINHEIRO, 2009).

Embora a LLLT tenha se tornado uma pratica comum nas areas biomédicas, ainda ndo se tem um
entendimento claro sobre seus efeitos no processo de reparo do tecido dsseo. Lesdes Osseas (fraturas,
defeitos por resseccdo e fixacdo de implantes) ativam o processo de reparo local pela liberagao de
fatores de crescimento. No entanto, a formagdo dssea necessita de dois requisitos indispensaveis: amplo
suprimento vascular e suporte mecanico. A unido desses fatores ird ativar os osteoblastos na producao
de tecido Osseo (GUIMARAES, 2006; HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999; MARINO, 2003).

O processo de reparo do tecido 6sseo pode ser dividido resumidamente em trés etapas:
osteoconducao, neoformagdo e remodelacdo d6ssea (DAVIES, 1998; SONIS; FAZIO; FANG, 1996;
YOUNG; WHEATH, 2000). Um dos métodos para estudo do processo de reparo 6sseo € a criacao de
defeitos criticos, por meio de cirurgia ressectiva, sendo que este defeito pode ser definido como a
menor ferida intra-0ssea que ndo cicatrizard por reparo 0sseo durante o tempo de vida do animal
(HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990).

O uso clinico da LLLT esta fundamentada em sua capacidade de promover, a nivel celular,
efeitos estimuladores sobre os processos moleculares e bioquimicos que ocorrem durante os
mecanismos intrinsecos relacionados as etapas do reparo tecidual. Dentre os efeitos terapéuticos
podemos citar: o aumento da proliferacao epitelial, fibrobléstica e da sintese de colageno, acelerando o
processo cicatricial; o aumento no potencial de remodelagdo e reparo 0sseo; o restabelecimento da
fun¢do neural apos lesdo; a normalizacdo da fungdo hormonal; a regulacao do sistema imunoldgico; a
redugdo da inflamacao e do edema; a modulagdo e atenuacao da sintomatologia dolorosa; e a analgesia
pos-operatoria (TRELLES; MAYAYO, 1987; RIGAU et al., 1991; PINHEIRO; FRAME, 1992;
NASCIMENTO et al., 2004; WEBER et al., 2006; MOHAMMED et al., 2007; SOARES et al., 2008).

O uso potencial dos lasers na biomodulacdo do reparo dsseo através de suas propriedades
fotoquimicas e fotobioldgicas tem sido estudado por diversos pesquisadores com o objetivo de
proporcionar ao paciente, submetido a cirurgia, maior rapidez e qualidade do processo de reparo 6sseo,
com reducao dos sinais e sintomas inflamatorios (TAKEDA, 1988). Estudos tém evidenciado os efeitos
positivos da LLLT sobre o processo de reparo de feridas de tecidos moles. Entretanto, os seus efeitos
sobre tecidos 0sseos sdo pouco conhecidos. Na mesma linha, seu uso adjuvante na incorporagao do

enxerto de osso alogeno na area receptora pode acelerar o processo de incorporagao e diminuir a



resposta inflamatéria inicial, podendo assim aumentar a revascularizagdo e consequentemente o
sucesso clinico (VALIATI et al., 2011).

Além disso, A LLLT parece ter efeitos em oOrgdos e tecidos distantes do sitio de aplicagao,
conforme estudos recentes. Segundo Hussein et al. (2011), o uso da LLLT para cicatrizagao de feridas
tem se mostrado efetivo na modulag¢do tanto da resposta local como da resposta sist€émica. Outros
estudos descreveram resultados em concordancia com esta tese — efeito a distancia — sem definir
claramente seus mecanismos. Alguns destes trabalhos corroboram sobre o fato da LLLT modular o
balango entre citocinas pr6é e anti-inflamatorias, aumentar o nimero de mitoses e/ou estimular a
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas na corrente sanguinea (RODRIGO, 2009;
HENTSCHKE, 2013; COELHO, 2014; WEBER, 2014). Portanto, ¢ dentro destes questionamentos

que o presente estudo se desenvolvera, na busca de novos esclarecimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Pesquisar em modelo animal, a acdo da LLLT — aplicada distante do sitio cirirgico — no
processo de reparo 6sseo de defeitos criticos criados na tibia, preenchidos com osso liofilizado de

origem bovina e recobertos com uma membrana de colageno.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar por meio de histologia com coloragao em Hematoxilina-Eosina, aos 45 dias de reparo,

em sitios localizados na porcao central do defeito:

1. o processo de neoformacdo 6ssea local nos defeitos criados nas tibias dos coelhos, por
meio da mensuracdo de area Ossea, expressa em porcentagem, comparando os grupos
controle (animais que ndo receberam irradiacdo da LLLT) e experimental (com
irradiacdo da LLLT) quando aplicada a distancia do leito cirargico;

2. A remanescéncia de particulas de biomaterial no defeito, por meio da mensuragao de sua
area, expressa em porcentagem, comparando os dois grupos;

3. A contagem de cé€lulas 6sseas existentes, comparando os dois grupos.



11

3 REVISAO DE LITERATURA

O primeiro laser foi desenvolvido por Theodore Maiman em 1960, no entanto, sua origem ¢
bastante discutida. Embora tenha sido Einstein, em 1916, quem propiciou o seu desenvolvimento
tedrico, com a publicagdo de seu tratado Zur Quantum Theorie der Stralung, foram Schawlow e
Townes os autores dos principios pelos quais todos os lasers operaram. Contudo, Townes, Basoc e
Prokhorov receberam o prémio Nobel em 1964, creditando-lhes assim o desenvolvimento desta teoria
(PINHEIRO; BRUGNERA JUNIOR; ZANIN, 2010).

Como componentes caracteristicos importantes do laser, pode-se verificar o comprimento de
onda, que nada mais ¢ do que a distancia medida entre dois picos consecutivos de sua trajetéria, cujo
elemento define a cor de sua luz, mensurada em nandmetro (nm). Essa caracteristica, juntamente com a
frequéncia e a amplitude, define a luz dentro do espectro completo de ondas eletromagnéticas.

Segundo Oshiro e Fujino (1993), a absorcao e a difusdao do laser no tecido resultam numa
resposta fotoreativa. Esta ¢ a consequéncia de uma fotodestruicdo ou uma fotoativagdo tecidual,
determinadas pelo efeito fotoquimico, fotoelétrico, fototérmico e fotomecanico do laser. De acordo
com a reagdo celular, a terapia com laser ¢ classificada em High reactive-Level Laser Treatment
(HLLT), usado em procedimentos cirargicos, € Low reactive-Level Laser Treatment (LLLT), usado em
procedimentos terapéuticos clinicos. Os lasers ndo cirlrgicos ou ndo ablativos tém como seus
principais efeitos terapéuticos, a acdo antiinflamatoria, analgésica e reparadora tecidual. No que se
refere a reparacao tecidual, acredita-se que o tempo e a qualidade deste processo seja beneficiada pelo
uso da laserterapia, acarretada pelo incremento microcirculatério neoformado na érea irradiada,
permitindo maior nutri¢io tecidual (BRUGNERA JUNIOR et al., 2007).

Os lasers de baixa intensidade sdo aqueles que emitem tanto o espectro vermelho quanto o
infravermelho, com uma energia média de 50 mW a 1W. Como sua a¢do ¢ principalmente baseada em
efeitos fotoquimicos, eles podem ter a propriedade impar de ndo aumentar a temperatura do tecido. Os
tipos mais comuns de laser de baixa poténcia sdo o laser de Arseneto de Galio (GaAs), laser de
Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs) e laser Hélio Neonio (HeNe) (PRADOS-FRUTOS et al.,
2016).

O laser diodo de Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs) apresenta penetracdo de alta

profundidade em comparacao com outros tipos de laser (KHADRA et al., 2004). A corrente elétrica
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formada proporcionard a combinacao de elétrons em excesso de um lado e os vazios existentes de outro
lado, gerando certas quantidades de energia que, quando ampliadas pelas extremidades polidas do
diodo, escapam em forma de radiacdo laser sob a forma de fotons. O GaAlAs atua no comprimento de
onda de 65 a 900 nm, sendo capaz de promover biomodulagio (PINHEIRO; BRUGNERA JUNIOR;
ZANIN, 2010).

O comprimento de 830 nm foi extensamente estudado e ¢ utilizado clinicamente. Esta disponivel
comercialmente no Brasil, por mais de um fabricante. Lasers infravermelhos nesta faixa de
comprimento de onda penetram até 2 mm nos tecidos antes de perder algum percentual de energia. Por
tal, permite-se sua aplicagdo por interferir no processo de reparo dos ossos maxilo-faciais em humanos,
bem como nos modelos animais dedicados a simular tal cenario tecidual (PINHEIRO, 2003), como a
tibia do coelho. Uma dose muito baixa de LLLT ndo proporciona efeitos. Doses muito altas podem
resultar em pouco ou nenhum efeito, enquanto doses extremas podem conduzir a efeitos inibitorios
(KHADRA et al., 2004). A literatura mostra que os efeitos biomoduladores sdo dependentes da dose
(PINHEIRO et al., 2003). A Tabela 1 resume as diferentes doses utilizadas em estudos de processo de

reparo 0sseo com laser diodo de 830 nm.

Tabela 1 - Diferentes protocolos de LLLT utilizados em estudos avaliando reparo 6sseo (continua).

Autores COI(;? (r)i:gzmo Poténcia ];2::5[:)/ N l?ont? > Ano
(nm) (mW) J /cmz) Aplicacao
Pinheiro et al. 830 40 4,8 4 2001
Silva Junior et al. 830 40 4,8 -—- 2002
Pinheiro et al. 830 40 16 4 2003
Mendez et al. 830 35 20 4 2004
Khadra et al. 830 75 23 2 2004
Lopes et al. 830 10 21,5 4 2005
Weber et al. 830 50 10 4 2006

Lopes et al. 830 10 21,5 4 2007
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Tabela 1 — Diferentes protocolos de LLLT utilizados em estudos avaliando reparo 6sseo (conclusdo).

Comprimento Dose p/

Autores de onda P?If‘l;vc)i a Sessao i;llgg::gz Ano
(nm) (J/cm?2)
Blaya et al. 830 50 10 1 2008
Pozza et al. 830 30 10 --- 2008
Pinheiro 830 40 16 4 2009
AboElsaad et al. 830 40 16 4 2009
Rodrigo et al. 830 50 20 1 2009
Kreisner et al. 830 40 10 - 2009
Freddo et al. 830 50 10 2 2009
Nascimento et al. 830 10 20 - 2010
Mayer et al. 830 50 5/10/20 2 2013
Coelho et al. 830 100 4 4 2014
Weber et al. 830 50 5/10/20 2 2014

Fonte: adaptado de FRONZA et al., 2012

3.1 REPARO OSSEO E ENXERTOS

As técnicas de reconstrucdo do processo alveolar dos maxilares evoluiram de forma
exponencial na Odontologia, a partir do desenvolvimento da reabilitacdo protética dental sobre
implantes osseointegraveis. Em se tratando de reconstru¢do dos processos alveolares dos maxilares, as
técnicas de enxertia 6ssea empregadas sao ditadas pelo tipo de defeito a ser reconstruido e, em fungao
deste, pela forma como o material ¢ empregado. Assim, podemos utilizar o tecido 6sseo na forma de
blocos ou particulado.

Entre os materiais de enxerto usados para regeneracdo Ossea, 0 0sso autdégeno tem sido
considerado o material ideal, pois seu potencial osteogénico € superior aos aloenxertos € xenoenxertos
(MIRON et al., 2011; PENTRUGARO; AMAR, 2005). Apesar de ser o padrao-ouro para

reconstrugdes, este tipo de enxerto € associado com 8,5 a 20% das complicagdes do procedimento,
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incluindo hematoma, dano as estruturas anatomicas, infec¢des, dor na area doadora e reabsor¢ao
imprevisivel do enxerto (KHADRA, 2004; ARAUJO; LINDHE, 2011; CUNHA et al., 2014). Levando
em conta estas desvantagens, diferentes biomateriais tem sido defendidos por preservar ou melhorar a
dimensao e o contorno do rebordo apds extracdo dentaria, incluindo enxertos sintéticos, alogénicos
e/ou membranas. Um enxerto em particular, constituido de osso liofilizado bovino sinterizado (Bio-
Oss®"), foi utilizado com sucesso em muitos estudos para se conseguir tais efeitos de preservacio
alveolar e tratamento de defeitos 6sseos (ARAUJO; LINDER; LINDHE, 2011; ARAUJO; LINDHE,
2009).

O Bio-Oss (Geistlich) ¢ um substituto 6sseo lider contemporaneamente em regeneragao Ossea
oral, tem sido aplicado clinicamente com sucesso por mais de 20 anos. Nao obstante sua origem
xenogena (bovina), o material recebe multiplas etapas industriais de tratamento, incluindo sinterizacao,
de forma a perder quase totalmente sua fase organica. A estrutura, altamente porosa, oferece espaco
para a angiogénese e osteogénese. Isso, associado a grande semelhanga morfologica com o osso

humano, explica sua incorporagdo ao processo natural de modelagem e remodelagem.

3.2 INTERACAO DA LLLT COM TECIDO OSSEO

Embora os efeitos da fotobiomodulagao do laser (FBML) sobre os tecidos moles estejam sendo
estudados por diversos grupos em todo o mundo, seus efeitos sobre o tecido 6sseo ainda nao sao
completamente estabelecidos. Alguns estudos refletem a ideia de que células mesenquimais
indiferenciadas podem ser biomoduladas positivamente a se transformarem em osteoblastos que podem
se transformar em ostedcitos mais rapidamente. Estudos anteriores sugerem que a FBML, agindo sobre
as células osteoblasticas, a nivel mitocondrial, poderia aumentar a produ¢do de matriz 6ssea devido a
uma melhora na vascularizagdo local e também pelo efeito anti-inflamatorio que poderiam resultar em
um aumento da liberagdo de mediadores e da microcirculagdo local, os quais acelerariam a cicatrizagao
(PINHEIRO; BRUGNERA JUNIOR; ZANIN, 2010). Desta forma, o uso do laser em biomodulagao de
reparo Osseo tem sido estudado em defeitos Osseos, porque ha aumento de atividade osteoblastica,
vascularizagdo e organizagao de fibras colagenas (BATISTA et al., 2015; KIM et al., 2016).

De acordo com Khadra et al. (2005), implantes foram colocados na tibia de 13 coelhos, os quais

foram dividos em 2 grupos, sendo que o experimental mostrou maior osseointegragdo do implante do

lBio-Oss, Geistlich Pharma do Brasil, Sdo Paulo, SP-Brasil
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que o grupo controle (sem LLLT). Apds 56 dias da cirurgia, o grupo irradiado teve valores superiores
ao grupo controle nos testes de torque de remog¢ao do implante e na analise histomorfométrica.

Kim et al. (2016) inseriram 26 implantes osseointegraveis no fémur de 13 coelhos (bilateral) para
avaliar osseointegracdo com e sem LLLT. Encontraram resultados favoraveis ao laser. As andlises
histopatologicas em coloracdo de HE indicaram que os coelhos dos grupos LLLT apresentaram mais
matriz 6ssea ao redor do implante que os grupos controle. Na coloracao de tecidos em Masson, mais
colageno e matriz dssea imatura foram observados nos grupos experimentais, suportando os achados de
estudos anteriores. Os resultados da analise de torque de remog¢do dos implantes também foi favoravel
ao uso de LLLT. Porém, os testes de relagdo de contato implante-osso e analise da frequéncia de
ressonancia nao condisseram com os achados histopatolégicos.

Aras e colaboradores (2015) estudaram os efeitos da LLLT na formacao 6ssea e recidiva apos
expansao rapida de maxila (ERM) em ratos. Neste estudo, o qual avaliou o nimero de osteoblastos,
osteoclastos e vasos sanguineos capilares, foi possivel concluir que a LLLT quando associada a ERM
auxilia na regeneracdo Ossea nas suturas. Porém, ndo se tem evidéncias de que a terapia de laser
previne efetivamente a recidiva apds procedimento de ERM em ratos.

Cunha et al. (2014) produziram cirurgicamente defeitos O0sseos na calvaria de 60 ratos,
preenchidos somente com sangue, com 0sso autdgeno ou com 0sso bovino inorganico. Para cada tipo
de preenchimento, incluiram um grupo controle (sem LLLT) e um grupo experimental (com LLLT).
Nos resultados, obteve-se maior formacao dssea nos grupos irradiados com laser do que nos grupos nao
irradiados. Acredita-se que o laser acelera o processo de formagdo Ossea e também a reabsor¢ao das
particulas de biomaterial, como mostrado na diferenga estatisticamente significativa nos quesitos area
de neoformacdo Ossea e area de particulas remanescentes, quando os grupos de enxerto 6sseo bovino
com e sem LLLT foram comparados.

J& na revisdo sistematica de literatura de Prados-Frutos et al. (2016), analisando os trabalhos
existentes em relagdo ao efeito da terapia de laser de baixa intensidade na osseointegracdo de implantes
dentarios, os autores concluiram que ha falta de estudos clinicos em humanos, principalmente pela
caréncia de padronizagdo dos estudos. Deve ser observado que, apesar do fato da LLLT ter muitos
beneficios descritos relacionados a regeneracao dos tecidos, ndo ha estudos clinicos suficientes que
suportem o efeito deste tratamento na osseointegracdo de implantes, no atual estado de nosso

conhecimento.
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Assim como em outros estudos, Khadra et al. (2004) mostram que o efeito do LLLT foi mais
pronunciado no 14° dia, sugerindo que esta terapia tem efeito mais favoravel nos estagios iniciais do
processo de reparo Osseo. Conclui que mais investigagdes sdao necessarias para detalhar tais
informacdes. Weber et al. (2006), compartilha este achado, visto que mostra, em seu estudo, que os
grupos experimentais (com LLLT) apresentaram a maior remodelagdao ossea no dia 15 de pds-
operatorio, mostrando a tendéncia de inicio da estabilizagcdo no dia 21. Isto indica que o efeito da LLLT
¢ mais efetivo quando o tratamento ¢ realizado nos estagios iniciais, ou seja, quando ocorre a maior

proliferacdo celular.

3.3 EFEITO SISTEMICO DA LLLT

A literatura tem demonstrado que a LLLT é uma terapia localmente segura. Entretanto, ja se
sugere que esta também esteja relacionada a efeitos sist€émicos, sem que os mecanismos utilizados para
tal sejam conhecidos. Logo, a LLLT parece ter efeitos nos orgdos e tecidos distantes do sitio de
aplicacdo (efeitos sist€émicos), como sugerido pelo estudo de Mayer et al. (2013) e de Weber et al.
(2014), ambos em coelhos, nos quais foi descrita a influéncia da aplicagdo na mandibula em um 6rgao
diferente do sitio de aplicacdo, a glandula tiredide, a partir da constatacdo de alteracdes nos niveis de
T3, T4 e calcio sérico.

Em outro estudo (COELHO et al., 2014), dois implantes foram colocados, bilateralmente, em
tibias de coelhos, sendo que somente uma das patas recebeu terapia de laser. Os animais (n=24) foram
alocados em dois grupos (controle e experimental), sendo ambos divididos em 3 subgrupos de acordo
com o periodo de observagdo (5, 15 ou 30 dias). Nao houve diferenca estatistica entre a pata esquerda e
direita aos 5 dias do experimento, concluindo que o efeito sistémico foi quase tdo intenso quanto o
efeito local do laser neste periodo. Entretanto, ndo houve diferenga significativa em nenhum dos outros
tempos, ou seja, a LLLT apresentou efeito sistémico positivo somente nas fases iniciais da formacgao
Ossea.

No trabalho de Rodrigo et al. (2009), o qual avaliou o efeito sistémico da terapia de laser
vermelho e infravermelho no reparo de feridas, 36 ratos foram divididos em quatro grupos: controle
(sem laser), laser vermelho, laser infravermelho e o ambos os lasers. Trés feridas foram criadas
utilizando uma agulha (movimentos circulares) no dorso dos ratos, sendo uma perto da cabega e as

outras 7 cm longe uma da outra (em direcao a cauda). A aplicagdo direta do laser nas feridas estimulou
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sua cicatrizagcdo, assim como a cicatrizacdo das feridas distantes do ponto de aplicacdo. Isto foi
observado principalmente na fase inicial do reparo das feridas, mas com uma maior intensidade quando
os laser vermelho e infravermelho foram utilizados em combinagao.

No estudo de Batista et al. (2015), 60 ratos foram operados, criando defeitos 6sseos no lado
esquerdo do fémur destes animais para se avaliar neoformagdo 6ssea. O laser utilizado no pds-
operatorio dos grupos experimentais foi do tipo infravermelho, diodo de Arseneto de Galio e Aluminio
(GaAlAs), com um comprimento de onda de 830 nm, 50 mW de poténcia, sendo aplicados a cada 48
horas. A remodelacdao 6ssea nos grupos que tiveram aplicacdo direta de laser na ferida foi mais rapida
do que o grupo controle ou quando o laser foi aplicado fora do sitio cirurgico. A maior neoformagao
ossea foi no periodo inicial (7 dias), sendo seguida por uma acelerada reabsor¢do e remodelagdo Ossea,
nao havendo diferenca na porcentagem de osso entre os tempos 15 e 21 dias. Além disso, no presente
estudo, ndo se observou efeitos sistémicos da LLLT na cicatrizacdo éssea, considerando que a
aplicagdo do laser distante da ferida ndo interferiu na cicatrizagdao do defeito osseo.

A LLLT tem sido utilizada como tratamento anti-inflamatorio para diversos casos ¢ doengas,
porém, o efeito desta nos musculos esqueléticos de ratos com insuficiéncia cardiaca permanece nao
sendo clara. Frente a esta questdo, Hentschke et al. (2013) foram os pioneiros ao estudar a interacao da
LLLT e esta doenga, a qual ¢ ativada pelo sistema imune, devido ao desequilibrio entre as citocinas pro
e anti-inflamatorias, conduzindo a um estado pro-inflamatorio persistente. Ao analisar os resultados
encontrados, concluiram que a terapia de laser pode ser utilizada como uma nova forma nao
farmacologica de tratar o estado pro-inflamatorio da sindrome de insuficiéncia cardiaca, sendo uma
estratégia segura, simples e de baixo custo. Ainda, seus resultados mostraram que a LLLT pode
modular o balanco entre as citocinas pré e anti-inflamatorias, perifericamente e sistemicamente.

Possiveis explicacdes para tais efeitos sistémicos sdao sugeridas, como a proposta por Rodrigo et
al. (2009), na qual a estimulacdo das células distantes podem estar associadas com o aumento do
niimero de mitoses, o que poderia modular a fisiologia celular em diferentes locais. Ainda, outra
explicacdo sobre o efeito sist€émico do laser seria a habilidade desta terapia de estimular a liberacao de
fatores de crescimento e citocinas na corrente sanguinea, com o potencial de subsequente acao destes
fatores nos sitios nao irradiados provocando vasodilatacdo e angiogénese (KHADRA et al., 2004;

SCHINDL et al., 2002).
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O estudo de Schindl et al. (2002) foi feito em pacientes diabéticos, o qual analisou a indugdo do
aprimoramento sist€émico na microcirculagdo sanguinea da pele (da perna) em pacientes com
microangiopatia causada por diabetes melito. Os resultados do estudo confirmam a melhora de
microcirculagdo nao sé no sitio irradiado, mas também sugerem a possibilidade de provocar efeito
sistémico na microcircula¢dao, como descrito anteriormente em modelos animais. O parametro utilizado
foi a temperatura da pele e o laser utilizado foi do tipo vermelho, HeNe, com comprimento de onda de

632,8 nm.
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4 METODOLOGIA

Este ¢ um subprojeto com aproveitamento de material biologico (ANEXO C). O projeto original
estudou a utilizagdo de biomateriais em calvaria de coelhos com aplicagdo de LLLT no sitio cirurgico
em dose de 10J/cm? por sessdo, totalizando 7 aplica¢des durante 14 dias. O uso de amostra bioldgica na
tibia esquerda destes animais possibilita uma segunda avaliagcdo, realizando-se aproveitamento do
contetido amostral por inteiro, permitindo avaliacdo sistémica da LLLT sobre o processo de integragdo
de biomateriais a distancia. Outro subprojeto pretende ainda avaliar as amostras por meio de
microtomografia computadorizada.

O projeto de pesquisa original foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o protocolo 14-0661 em 14 de janeiro de 2015 (ANEXO
A). Além disso, o projeto de aproveitamento de material biologico, referente ao trabalho aqui descrito,
também obteve aprovacao pela mesma comissdao em 10 de novembro de 2015 sob o protocolo 15-0387
(ANEXO B).

Foram observados os principios €éticos para experimentagdo em animais, que constam na Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca) que regulamenta e estabelece procedimentos para o uso
cientifico de animais, revogando a Lei 6.638, de 8 de maio de 1979; respeitando-se também os
Principios Eticos na Pesquisa Experimental, determinados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal e pelo NIH (Guide for the Careand Use of Laboratory Animals of the National Institutes of
Health — edicao revisada em 1996). Da mesma forma, seguiram-se e respeitaram-se as Diretrizes
Brasileiras para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA) do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal — CONCEA. Os procedimentos de
finalizacdo seguem as normas indicadas pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA (2013).
Ainda, um termo de compromisso para utilizacdo de material biologico e informagdes associadas foi
feito, sendo assinado por todos membros envolvidos na pesquisa (ANEXO C).

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional, quantitativo, no delineamento de
estudo do tipo experimental verdadeiro, com as amostras selecionadas de forma aleatéria, com um
grupo de controle com pré e pos-teste (CAMPBELL; STANLEY, 1979; GOLDIM, 1995).

A amostra deste estudo foi constituida por 13 blocos dsseos removidos da por¢ao proximal da

tibia esquerda de 13 coelhos da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus, espécie
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Oryctolaguscuniculus, raga Nova Zelandia, variedade branco, machos, pesando entre 3 ¢ 4 kg, com
aproximadamente 4 meses de idade, clinicamente sadios, selecionados aleatoriamente (SCHIMIDT-
NIELSEN, 1996). O total de defeitos criticos incluidos no estudo foi de 5 para grupo controle e 8 para
experimental.

As amostras dos animais selecionados foram identificadas de acordo com o tratamento que o
animal recebera e destinados ao grupo controle ou experimental.

Vide quadro 1.

Quadro 1 - Divisao da amostra conforme o grupo correspondente.

Controle 1 perfuracio na tibia esquerda dos animais:

(sem LLLT) perfuracio: Bio-Oss + membrana de colageno

1 perfuracio na tibia esquerda dos animais:

Experimental

perfuracido: Bio-Oss + membrana de colageno (aplicagdo do
(com LLLT)

LLLT a distancia — calota craniana)

Fonte: da autora, 2016.

Os coelhos permaneceram em gaiolas individuais suspensas, evitando o contato direto com
fezes e urina, sob observacdo por um periodo de 15 dias antes dos procedimentos cirirgicos para
ambientacdo. Os animais foram alimentados com ragdo padronizada na UEA e a agua fornecidas ad
libitum. Foram mantidos sob condi¢des controladas de ilumina¢do com ciclo claro/escuro alternado a

cada 12 horas, de temperatura entre 16 a 22°C e umidade relativa do ar de 40-60%.
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4.1 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no bloco cirurgico da propria UEA, sendo este
ambiente separado do ambiente de criagdo. Assim sendo, os animais ndo ficaram expostos ou sob
tensao de ruidos, odores e at¢ mesmo a visdo dos procedimentos realizados.

Apos a afericdo do peso, os animais foram submetidos pelo protocolo de medicagdo pré-
anestésica (MPA) por meio de inje¢do intramuscular de Ketamina — Cetamina (20mg/kg), Meperidina —
cloridrato de petidina (10mg/kg) e Midazona — Midazolam (1mg/kg). Foi realizada a tricotomia na
regido anterior da tibia esquerda. Apds o efeito da medicacao anestésica, sob anestesia geral, os animais
foram posicionados em dectbito esternal sobre colchdo térmico ativo sendo a veia marginal da orelha
canulada com cateter 24G para administracao de soro fisiologico 0,9% a 6 gotas/minuto. A inducao da
anestesia foi realizada através de uma mascara acoplada a um sistema sem reinalagdo de gases com
administracio de Isoflurano” (Isoforine®) 1 a 1,5 CAM (concentra¢io alveolar minima) diluido em
oxigénio a 100%, com fluxo de 2 L/min, através de um vaporizador universal (Oxygel®)’. A
manutenc¢do da anestesia fora realizada por meio do uso de Fentanil em bolus (7ng/Kg).

Ao se observar a perda do reflexo de retirada do membro anterior, foi realizada a intubagdo para
manutengdo da anestesia inalatoria. Os seguintes parametros anestésicos foram aferidos: frequéncia
cardiaca e respiratdria, capnometria, oximetria, pressdo arterial invasiva e temperatura retal. A
profilaxia antibiotica foi realizada imediatamente antes da cirurgia, com a administrag¢do intramuscular
de Cefazolina (20 mg/Kg).

A epiderme recebeu antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo a 1% (Povidine®)*. Campos
cirtirgicos estéreis isolaram a area operatoria. Inicialmente, o procedimento cirurgico referente ao
projeto 14-0661 foi executado, no qual se criou e preencheu defeitos dsseos na calota dos animais, com
resultados a serem avaliados em outro estudo.

Posteriormente, dentro do projeto de aproveitamento de material biologico (15-0837), uma
incisdo foi realizada pelos planos cirGrgicos por meio do uso de uma ldmina n° 15 com

aproximadamente 5 cm sobre a por¢cao medial da tibia esquerda de cada um dos animais, a posterior

“Cristalia Produtos Quimicos e Farmacauticos Ltda, Itapira, SP-Brasil
3Oxygel®, Sao Paulo, SP-Brasil
*Johnson & Johnson do Brasil Ind. e Com. Prod. para a Saude Ltda, Sdo Paulo, SP-Brasil
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dissec¢do dos planos musculares, incisdo do peridsteo e descolamento superiostal com descolador tipo
Freer (Golgran®)’.

Apobs o descolamento e exposicao do tecido dsseo, foi realizada a ostectomia na tibia esquerda
das amostras com um motor cirargico (Driller®) e pe¢a-de-mdo do tipo contra-angulo (Kavo®)° com
rotacdo de 800rpm e com uma broca trefina de 4 mm (Neodent®)’ sob irrigagio abundante com soro

fisiologico 0,9% (Figura 1).

Figura 1 - Geragao do defeito 6sseo na tibia esquerda do coelho. 1a: dissec¢do subperiostica. 1b:
perfuracdo com trefina. 1c: defeito resultante.

=

=

, .
Fonte: da autora, 2016.

Ap6s irrigagdo abundante, com soro fisioldgico, para a limpeza do leito operatorio, o defeito
6sseo criado foi preenchido com material de enxertia comercialmente disponivel (Bio-Oss) e recoberto
com uma membrana de colageno absorvivel (Bio-Gide®®). A ferida cirurgica foi fechada em por
planos com fio de nylon 5-0 Ethicon®’, com pontos isolados (Figura 2).

Apobs a remocao dos campos estéreis, a ferida cirurgica foi embrocada com solu¢do de iodo,
recebendo imediatamente um curativo com gaze ¢ micropore. Uma tala ainda permitiu estabilidade

adicional e protecdo da pata contra manipulag¢do do proprio animal e possiveis fraturas.

5Golgran, Sao Paulo, SP-Brasil

® Fabrica Kavo do Brasil Ind. Com. Ltda, Joinville, SC-Brasil

7Neodent, JJGC Industria e Comércio de Materiais Dentarios S/A, Curitiba, PR-Brasil
8Bio-Gide®, Geistlich Pharma do Brasil, Sdo Paulo, SP-Brasil

? Johnson & Johnson do Brasil Ind. e Com. Prod. para a Saude Ltda, Sao Paulo, SP-Brasil
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Figura 2 - Preenchimento e cuidados com ferida operatdria. 2a: preenchimento do defeito com
biomateral. 2b: recobrimento com membrana de colageno. 3b: sutura por planos a pontos simples.

Fonte: da bélutora, 2016.

O procedimento foi repetido de forma idéntica em todos os animais pelo mesmo cirurgido. A
amostra recebeu imediatamente apds o término dos procedimentos cirirgicos a terapia medicamentosa
composta de analgésico com Morfina 2mg/kg subcutanea, Cetroprofeno 2mg/kg (via intramuscular) e
Enrofloxacino, um antimicrobiano de amplo espectro, de uso intramuscular, na dose de 5mg/kg. A
medicagdo pos-operatéria tardia foi composta de Morfina 2mg/kg subcutanea a cada 12 horas por 3
dias, Cetroprofeno 2mg/kg, aplicado via intramuscular a cada 24 horas durante um periodo de 03 dias
pos-operatorios ¢ Enrofloxacino Smg/kg a cada 12 horas durante 07 dias. Apds os 3 dias de uso da
morfina, foi realizado mais 2 dias de tramadol (SC) a cada 12 horas (dose de 4 mg/kg).

Foram feitos controles diarios de alimentacdo e das condigdes de saude dos animais, apds o

procedimento cirargico, pela Médica Veterinaria responsavel.

4.2 DIVISAO DOS GRUPOS

O que diferenciou os grupos foi os procedimentos durante o pos operatorio, quando o grupo
experimental foi irradiado com laser ndo ablativo nos defeitos da calvaria. O grupo controle ndo
recebeu nenhuma aplicagdo de laser, apenas a simula¢do do posicionamento da ponteira do aparelho

para que fossem submetidos a mesma manipulagdo do grupo experimental.
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4.3 IRRADIACAO COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE

O aparelho utilizado para irradiagdo foi o Thera Lase®'”, laser de diodo infravermelho com meio
ativo GaAlAs (Arseneto de Galio e Aluminio), com comprimento de onda de 830nm. Para os animais
irradiados, ao final do procedimento cirtirgico os mesmos foram submetidos a primeira sessao de
laserterapia (GaAlAs), na dose de 10J/cm2, de forma pontual, com poténcia de 50 mW, no modo de
emissao continua. Foram realizadas 7 aplicacdes com intervalos de 48 horas, em periodo total de 14
dias, em dois pontos da calota craniana dos animais, sendo 5 J em cada um dos pontos.

De acordo com as regulamentacdes brasileiras, o laser foi aplicado em local isolado, com
caracteres e simbologia internacionais para drea em uso ou presenca de irradiagdo, observando-se os
procedimentos de seguranca recomendados para tratamento com luz laser. Para as sessdes, os animais

foram contidos com contensor apropriado para a espécie.

4.4 PREPARO DAS PECAS, CALIBRACAO E ANALISE

No quadragésimo quinto dia, portanto, 30 dias apos a ultima sessdo de laserterapia, os animais
foram mortos com sobre dosagem anestésica (5 mg/Kg de propofol 1V, seguida da injecao IV de
Iml/kg de Cloreto de Potéassio 10%, provocando a morte por parada cardiaca). Dos mesmos, foi
removida uma porg¢ao da tibia esquerda (bloco 6sseo correspondente a regido enxertada), para fins de
processamento e preparo das amostras para analise.

Apos a remogdo do espécime, as amostras do tecido 6sseo foram fixadas em formol 10% neutro
tamponado e descalcificadas em 4cido nitrico 10% durante aproximadamente 36 horas, para que a
consisténcia das amostras ficasse menos rigida para o corte histologico. O processamento histologico
foi realizado no Laboratorio de Patologia Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A
amostra foi cortada em sua porcao medial, paralela ao longo eixo do bloco dsseo, de forma que os
defeitos foram divididos e incluidos em parafina, contendo osso, biomaterial € membrana de colageno

em todos os cortes, com espessura de 4 pum. As laminas foram coradas em Hematoxilina e Eosina e

'%Thera Lase®.DMC Equipamentos. Sdo Carlos. Sao Paulo.
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analisadas em microscopio (Zeiss®)''.
Para cada defeito critico (destacado na Figura 3 entre as linhas pontilhadas), 4 fotos foram

tomadas, sendo uma em aumento de 50x e tré€s no aumento de 100x (FIGURA 3):

Figura 3 — Fotografia com lupa do defeito critico, localizado entre as linhas pontilhadas. Os sitios de

tomada de fotografias e seus respectivos aumentos. Foto em aumento de 10x, coloragdao HE.

Legenda: . Aumento 50x M - Membrana
OC - Osso Cortical

OM - Osso Medular

Aumento 100x TON - Tecido Osseo Neoformado

Fonte: da autora, 2016

A calibragdo foi realizada com 2 pesquisadores, avaliando as ldminas cegadas, com mensuragoes
independentes e comparadas entre si, objetivando-se um percentual de coincidéncia de 90%. Foram
interpretados e avaliados pelo orientador os valores obtidos do total de area de tecido 6sseo, total da
area de biomaterial remanescente, como também, a contagem de células por campo. Em situagdes onde
houve discordancia, novas medidas foram realizadas independentemente (apds discussdo entre os
examinadores), buscando atingir a referida concordancia.

As anadlises da pesquisa se deram a partir de trés parametros: porcentagem de tecido 6sseo

neoformado no defeito; porcentagem de particulas remanescentes do biomaterial utilizado; e contagem

""" PALM RoboSoftware 4.6 (Zeiss). Alemanha.
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de células 6sseas por campo. Para o primeiro e segundo critério utilizou-se a imagem capturada no
aumento de 50x e para o Ultimo as imagens em aumento de 100x. Para a andlise da area do tecido 6sseo
e do biomaterial, o centro do defeito foi a area escolhida, visto que esta € a regido mais critica no que
diz respeito a neoformacdo Ossea.

Na contagem de células Osseas (osteoblastos e ostedcitos), a area do defeito diferiu quanto a
resposta celular nos seus tercos devido as caracteristicas do proprio defeito criado na tibia dos animais.
Na tentativa de evitarmos esse viés metodologico, realizamos a contagem celular em 3 areas distintas
para cada uma das amostras, sendo dividas em terco superficial, ter¢o mediano e terco basal. A andlise
estatistica se deu, inicialmente, comparando ter¢o a terco intergrupos € apos uma comparacao entre
ter¢os dentro do mesmo grupo foi feita.

Todas as imagens capturadas por meio de fotografias adquiridas diretamente das imagens
observadas em microscopia 6tica de luz (fotomicrografia) foram transferidas para o software Imagel
(versdo 1.5) para mensuracao. O primeiro passo foi realizar a calibragdo por meio da transformacao de
pixels em micrometros, na qual tracou-se uma linha sobre a barra de micrometros e utilizando a
ferramenta “Analyze”, apds “Set scale”, se fez a substituicdo do valor da distancia conhecida para a
distancia tragada, de forma a calibrar as medidas feitas a partir de entdo. A seguir, realizou-se a
mensuracao da area total da imagem, por meio das ferramentas “Analyze” e “Mesure”, fazendo com
que obtivéssemos a area de 100% da imagem, expressa em micrometros. Feito isso, utilizando a
ferramenta “Freehand” para o tracado das particulas de biomaterial remanescente e de tecido 6sseo
neoformado, utilizando como separador destes valores, a medida da area total da imagem. Na
contagem celular, a calibragdo da imagem nao se faz necessaria, e para tal, utilizou-se a ferramenta
“Multi-point”. Apos, se fez a transcrigao dos valores para uma planilha no programa Microsoft Excel®,
sendo os valores das areas obtidos em micrometros e posteriormente transformados em porcentagem.
Os valores da contagem foram expressos em numeros de células.

Todos os valores foram transportados para o programa Microsoft Excel®, inseridos nas planilhas
definitivas e submetidos a analise estatistica por meio do programa SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) para Windows®. Para medidas obtidas pelos diferentes tipos de anélise de cada tecido,
foram aplicados o teste de Andlise de Variancia — ANOVA, utilizando o delineamento em blocos

casualizados, e Teste ¢ de Student, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Dos 20 coelhos (C=10, E=10) inicialmente incluidos no trabalho, 13 (C=5 e E=8) contemplaram
0s requisitos necessarios para o estudo das tibias. Houve sete perdas, sendo que os motivos para tais
foram: fratura de tibia, impossibilidade de confec¢do da lamina histoldgicas na regido, infeccdo das
feridas operatorias durante o periodo pos-operatorio ¢ morte do animal (2 casos) durante o
desenvolvimento da pesquisa.

As médias e desvio padrdo para as amostras de tibia analisadas em aumento de 50x, obtidas a
partir das leituras de porcentagem de tecido Osseo neoformado e biomaterial remanescente,
comparando os grupos controle e experimental, estdo compiladas na Tabela 2.

Além disso, a Tabela 2 resume os achados para contagem celular nos diferentes grupos. Ja a

Tabela 3 descreve uma comparagio entre ter¢os dentro do mesmo grupo.

Figura 4 - Microfotografias das 1aminas histoldgicas, com marcagao das areas de biomaterial e
tecido 6sseo neoformado utilizando programa ImageJ 1.5 — aumento de 50x, coloracdo HE. 4a: 1amina
do grupo controle: marcagao das areas de biomaterial remanescente. 4b: lamina do grupo experimental:

marcagao das areas de tecido 6sseo neoformado.

Fonte: da autora, 2016
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Figura 5 - Microfotografias das laminas histologicas, com marcagao das células 6sseas na
contagem celular, utilizando programa ImagelJ 1.5 — aumento de 100x, coloracdo HE. As fotos a direita
correspondem as amostras do grupo controle, sendo 5a: ter¢o superficial, 5b: terco médio e 5c: tergo
basal. As fotos a esquerda correspondem as amostras do grupo experimental, sendo 5d: tergo
superficial. Se: tergo médio e 5f: terco basal.

Fonte: da autora, 2016
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Tabela 2 - Comparagdo entre grupos, analisando: percentis de biomaterial remanescente € 0sso
neoformado, contagem de células d6sseas por tercos e contagem total de células.

Grupo
Controle Experimental P
Média Desvio-padrao Média Desvio-padrao
% de biomaterial 21,63 6,71 23,92 4,01 0,453
% de osso neoformado 28,41 11,50 32,11 13,53 0,623
SUPERFICIAL 199,20 112,67 268,00 166,01 0,435
MEDIO 235,60 132,37 223,13 58,87 0,818
BASAL 248,20 134,45 239,38 73,65 0,880
Contagem total 683,00 327,70 730,50 208,55 0,753

Notas: p = nivel minimo de significancia do Teste ¢
Para todas as variaveis, através do Teste ¢, ao nivel de significincia de 5%, verifica-se ndo haver diferenga
significativa na média em relagdo aos grupos.

Tabela 3 - Analise entre ter¢os, comparando nimero de células por tergo:

Grupo
Controle Experimental
Média Desvio- Média Desvio-padrio
padrio
SUPERFICIAL 199,20 112,67 268,00 166,01
MEDIO 235,60 132,37 223,13 58,87
BASAL 248,20 134,45 239,38 73,65
P 0,614 0,693

Notas: p=nivel minimo de significancia da Analise de Variancia utilizando o delineamento em blocos casualizados.
Para cada grupo, através da Andlise de Variancia, utilizando o delineamento em blocos casualizados, ao nivel de
significancia de 5%, verifica-se ndo haver diferenga significativa na média do nimero de células em relagdo aos

diferentes tercos.
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Os resultados encontrados nas analises de area de biomaterial ¢ area de neoformacao Ossea
(TABELA 2), mostram que, apesar dos percentis destas areas serem superiores no grupo experimental
que no grupo controle, ndo houve diferencga significativa.

Quanto a contagem celular, na andlise feita entre os grupos controle e experimental, através do
teste ¢, ao nivel de significancia de 5%, ndo se obteve diferencga significativa. Ainda, na andlise entre
tercos do mesmo grupo (controle e experimental foram avaliados), também nao houve diferenca
significativa na média do numero de c€lulas em relagao aos diferentes tergos.

Ao desconsiderar a localizagao da andlise, excluindo a variavel dos ter¢os, uma contagem total de
células foi feita, comparando os grupos entre si. Mais uma vez, ndao se obteve resultados

estatisticamente significativos.
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6 DISCUSSAO

De acordo com Hollinger e Kleinschmidt (1990), um defeito de tamanho critico ¢ aquele que
possui menos de 10% de regeneragdo 6ssea durante o tempo de vida do animal. Para fins praticos, se
este nivel ndo ¢ alcangado em um ano, ¢ improvavel que algum dia aconte¢a. O diametro da trefina
utilizada foi o maior possivel para perfuracdo do aspecto lateral da tibia do coelho, respeitando as suas
dimensdes e preservando mecanicamente as corticais dos aspectos anterior e posterior. Em outros
modelos de estudo, o defeito critico podera variar em suas dimensdes. O uso da tala, decidido a partir
de ocorréncia de fraturas em animais excluidos do estudo, mostrou-se eficiente na prevengdo de
fraturas.

Escolheu-se a tibia de coelhos para este experimento, devido a quantidade e volume de osso
disponivel serem satisfatorios e pela abordagem cirtirgica ser mais acessivel do que na mandibula.
Além disso, os procedimentos sdo facilmente padronizados e as condi¢des anatomicas e fisioldgicas
dos sitios teste nos ossos sdo quase sempre equivalentes (STUBINGER; DARD, 2013; COELHO,
2014). Além de serem utilizados para estudos como este, a tibia e o fémur dos coelhos sdo muito
utilizadas para estudos com implantes dentarios. Suas dimensdes anatdmicas permitem a colocagdo de
implantes de aproximadamente 8-10mm de comprimento ¢ de 4mm de didmetro — disponiveis
comercialmente para odontologia. Consequentemente, os coelhos aparecem como sendo a primeira
escolha para os estudos de desenho de implantes por seu tamanho, facil manejo, vida curta e condigdes
favoraveis de aquisicdo e manutengcdao (STUBINGER; DARD, 2013; COELHO, 2014; KIM, 2016;
WEBER, 2014; HUSSEIN, 2011). Dentro desta 16gica, um defeito 6sseo foi criado na tibia dos coelhos
e preenchido com Bio-Oss, para testar a neoformag¢do com e sem LLLT, analisando se esta terapia
interfere ou nao no respectivo processo de reparo.

Na metodologia da presente pesquisa, escolhemos a regido central do defeito como area de
analise, por ser a area com maior dificuldade de neoformagdo dssea, visto que as paredes Osseas
remanescentes sao a referéncia inicial para este processo. Assim, a semelhanca de um alvéolo dentéario,
o reparo 0sseo se da da periferia para o centro e da base para a superficie, sendo entdo, a regido central,
a mais critica para tal neoformacdo. Ainda, nesta mesma area, levou-se em conta trés imagens para
contagem celular, sendo uma profunda (mais préxima ao osso medular da tibia), uma na regiao

mediana e outra superficial (proxima a derme do animal), buscando analisar o resultado diferentes
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sitios do defeito, com maior ou menor proximidade em relagdo ao endosteo e periosteo, tecidos de onde
derivam as células diretamente responsaveis pela neoformagao ossea.

O uso de biomaterial para preencher os defeitos teve como objetivo evitar o seu preenchimento
por fibrose, permitindo estrutura para a deposi¢ao do tecido 0sseo. Trata-se de uma simulacdo do uso
clinico deste recurso (PINHEIRO, 2003). O Bio-Oss, amplamente testado na literatura, foi o substituto
osseo de escolha. Cardaropoli, Araujo e Lindhe (2003), assim como outros estudos deste grupo de
pesquisadores, mostram que alvéolos preenchidos com osso autdogeno exibem um padrio de
cicatrizagdo com muitas caracteristicas em comum com os alvéolos pos-exodontia ndo preenchidos.
Ainda, o estudo de Araujo e Lindhe (2011) mostram que os alvéolos — apds 3 meses de cicatrizagdo —
tiveram preenchimento pos-cicatrizagdo em quantidade similar de osso mineralizado (principalmente
tecido 6sseo) e medula a alvéolos nao preenchidos. Logo, os resultados destes autores indicam que o
material autégeno utilizado em seu trabalho falhou no melhora da cicatrizacao e/ou na estimulacao da
formacgao de tecido duro no alvéolo pos-extragdo. Em contrapartida, em outros estudos, na comparagao
com os alvéolos preenchidos com osso autdgeno, os sitios enxertados com Bio-Oss exibiram um atraso
no padrao de cicatrizagdo, mostrando ainda, menos osso mineral formado, menor propor¢ao de medula
Ossea e uma quantidade substancial de tecido conjuntivo remanescente. A conclusdo de que ha atraso
na cicatrizagao dos sitios enxertados com Bio-Oss esta de acordo com observagoes feitas anteriormente
(ARTZI, 2004; JENSEN, 2006) e com experimentos usando alvéolos pos-extragio (ARAUJO;
LINDHE, 2011). Justifica-se a busca de métodos, como a terapia laser, a fim de melhorar esse
desempenho, a partir da estimulagdo celular no sitio de reparo.

A reabsorcao das particulas de osso bovino inorganico ¢ um assunto ainda conflitante na
literatura. Ha relatos de que algumas particulas, quando no interior de defeitos 6sseos, falham no
processo de reabsor¢cdo e permanecem como um corpo inerte circundado por osso do hospedeiro
(CUNHA, 2014). Ainda, Araujo, Liljenberg e Lindhe (2010), os quais estudaram a dinadmica da
incorporagdo de Bio-Oss em alvéolos logo apds extracdo dentaria, mostram que a quantidade de
biomaterial reabsorvido durante o pds-operatorio foi limitada, ndo havendo redugdo significativa do
volume ocupado por este material no intervalo entre a primeira e quarta semanas. Além disso,
corroboram sobre o ideia de que durante o processo de remodelacao tecidual, as menores particulas de
enxerto ndo serviram aparentemente somente para neoformacdo 6sseo, mas também pareceram se

tornar uma parte integral do tecido 6sseo, permanecendo inertes no tecido.
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Quanto a metodologia de analise das 1aminas, o presente estudo apresenta algumas semelhangas a
artigos citados aqui, mas também mostrou-se inovador ao analisar os diferentes tercos do defeito 6sseo
criado, para que quaisquer viés de localizacdo da andlise fosse evitado. Ainda, tanto as analises de areas
de biomaterial remanescente ¢ neoformagdo 6ssea quanto a contagem celular foram todas realizadas
por dois examinadores, anteriormente calibrados, com amostras cegadas.

Quanto ao efeito sist€émico do laser, estudos anteriores sugerem que a LLLT age em locais
distantes do ponto de aplicagdo, mostrando efeitos em glandula tiredide, em musculo esquelético
cardiaco e em microcirculagdao periférica (HENTSCHKE, 2013; MAYER, 2013; SCHINDL, 2002;
WEBER, 2014). Este efeito sistémico potencial do laser em tecidos moles foi avaliado em estudos
prévios, em tecidos moles. O estudo do efeito a distdncia em tecido 0sseo € mais recente na literatura
(BATISTA, 2015; COELHO, 2014).

Rodrigo et al. (2009) mostraram que tanto a aplicagdo direta do laser nas feridas quanto as feridas
distantes a este ponto sofreram estimulo do laser em sua cicatrizagdo, especialmente na fase inicial do
reparo (3° dia de pos-operatério). A aplicagdo combinada de laser vermelho e infravermelho resultou
no mais evidente efeito sistémico no reparo de feridas na pele produzidas nos ratos. Coelho et al.
(2014) compartilham do achado de que os efeitos sist€émicos sdo mais pronunciados nas fases iniciais
de reparo, sendo neste caso, estudo em coelhos. Apds inser¢cao de dois implantes, um em cada pata do
animal, irradia¢do de laser infravermelho em somente uma delas, os autores compararam os resultados
dos grupos com e sem laser e encontraram diferenca de resultados somente aos 5 dias de andlise. Logo,
no estdgio inicial, a densidade e a distribui¢do do osso neoformado foi melhor no grupo experimental
do que no grupo controle. Aos 15 e 30 dias, a diferenca ja ndo foi mais significativa.

Ja no trabalho de Batista et al. (2015), aos 7 dias de andlise, os efeitos positivos da terapia de
laser estiveram bem evidenciados nos animais em que se fez aplicagdo direta na area do defeito. O
aumento na neoformagdo Ossea neste periodo provavelmente se deve ao fato do efeito local do laser
estimular a diferenciagdo das células mesenquimais e a proliferacdo de osteoblastos e fibroblastos.
Porém, este estudo nao observou nenhum efeito sist€émico do LLLT no reparo ¢sseo, considerando que
a aplicacdo de laser distante do defeito ndo interferiu na cicatrizacdo da ferida ossea.

Batista e colaboradores (2015) levantaram o conceito de efeito regional, uma vez que muitos
estudos que apresentaram efeito sistémico positivo, utilizaram feridas proximas umas as outras, como

controle e experimental (RODRIGO, 2009). Isso faz com que pensemos que a proximidade espacial
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das células, o contato direto célula-a-célula ou a liberacdo local de mediadores, podem ser potenciais
meios para a transmissao dos sinais das células irradiadas para as células ndo irradiadas. Nosso trabalho
(laser na calota e analise na tibia) assemelha-se ao de Batista et al. (2015), os quais utilizaram a perna
contra-lateral dos ratos, sendo portanto a area de irradiagdo longe da area de observagdo e fora do
trajeto de irradiagdo. Buscamos de forma mais dura observar um possivel efeito a distdncia, que
poderia potencialmente e em tese se dar a partir de acdo hormonal de mediadores liberado no sitio
original irradiado. Contudo, tal tese ndo se confirmou em nossas observagoes.

Na presente pesquisa, a primeira analise que se fez do efeito a distancia da LLLT foi a avalia¢do
de neoformagdo dssea e de biomaterial remanescente da amostra de tibia, comparando os grupos
experimental e controle, aos 45 dias de pos-operatorio. A partir dos resultados, expressos em
porcentagem, verifica-se que, embora os valores referentes ao grupo experimental sejam
constantemente mais altos, ndo houve diferenga significativa na média em relagao aos grupos.

Acreditamos que isso pode se dever ao fato de que a marcacdo do tecido oOsseo foi feita
independentemente de seu grau de maturagdo. Logo, o osso imaturo fez parte da mesma classificacao
que o tecido 6sseo ja bem consolidado. Estuda-se, entdo, a possibilidade de repeti¢ao desta analise,
criando mais um varidvel, para que se obtenha a diferenciacdo entre osso imaturo e maduro. Além
disso, os estudos anteriores que confirmam o efeito sistémico do laser, mostram que os efeitos mais
pronunciados sdo nos estagios iniciais da analise (3 e 5 dias), diferentemente do presente estudo, no
qual a morte dos animais se deu aos 45 dias de pds-operatdrio. Logo, se obteve concordancia com
Rodrigo et al. (2009) e Coelho et al. (2014), os quais mostram que, aos 15 e 30 dias, a diferenca ndo foi
mais significativa.

Quanto a contagem celular, a analise se deu no ter¢o superficial, tergo médio e terco basal do
defeito O6sseo das amostras de cada grupo. Trés comparacdes foram realizadas considerando os tergos:
média da contagem celular de cada grupo comparada intergrupos; comparag¢dao entre grupos ter¢o a
terco; e, finalmente, comparacdo dos tergos intragrupos. Ainda, uma quarta analise foi feita,
desconsiderando os tercos, ou seja, a soma do total de células foi calculada, comparando os valores
entre os grupos. Em todas estas andlises, através do teste ANOVA e teste £, ambos com nivel de
significancia de 5%, ndo se verificou diferencas.

Apesar disso, pode-se observar uma diferenciacdo no padrao da analise da contagem celular

entre os grupos. O grupo controle se manteve no padrdo normal de reparo, ou seja, nimero maior de



35

células no 1/3 basal, visto que ¢ a 4rea mais proxima do tecido medular. Ja no grupo experimental, o
maior numero de células se fez presente no 1/3 superficial, distinguindo-se do padrao de reparo normal
dos defeitos. Esta ¢ uma constatacdo potencialmente interessante, visto que, houve alteracdo da
normalidade, mas sem interferéncia expressiva no reparo 6sseo. Estudos futuros podem avaliar tal
hipétese - mudanca de padrdo de acordo com a profundidade - considerando ainda que os efeitos
sistémicos da LLLT foram melhor demostrados em tecidos moles.

Na literatura atual, alguns trabalhos sugeriram o efeito sist€émico da LLLT, os quais mostram ser
uma terapia benéfica e segura, porém, nenhum deles conseguiu ainda descrever os mecanismos
utilizados para tal. O que se sugere até entdo ¢ que o laser estimula a liberagdo de fatores de
crescimento, modula o balango entre as citocinas pro e anti-inflamatérias (HENTSCHKE et al., 2013;
KHADRA et al.,, 2004; SCHINDL et al., 2002); aumenta a vascularizacdo ¢ numero de mitoses
(RODRIGO et al., 2009; SCHINDL et al., 2002); reduz o edema por melhor oxigenag¢ao do tecido
(RODRIGO et al., 2009); ativa os fatores quimiotaticos por irradiagdo e facilita a fibroplasia durante
fase de reparo da cicatrizagdo tecidual (HUSSEIN et al., 2011).

Além disso, Rodrigo et al. (2009) destaca que raramente pessoas saudaveis demandam
tratamentos complementares para cicatrizagdao de feridas. Assim, o uso da luz ¢ interessante em casos
de feridas que apresentam atraso na cicatrizacdo, usualmente resultantes de complicagdes como
desnutri¢do, diabetes, malignidade, doenga vascular relacionada a isquemia e idade avangada. Schindl
et al. (2002), a luz de uma incidéncia crescente de diabetes e de suas complicacdes tardias, mostram
que a LLLT pode ser capaz de contribuir em parte para a melhoria desta situagdo, por induzir a
cicatrizagao a distancia, melhorando a microcirculagao sistémica.

Os resultados dos trabalhos até entdo publicados mostram-se conflitantes também devido ao fato
da dificuldade de padronizacao de técnica de irradiagdo com o laser. Nesse campo de conhecimento,
enfrenta-se uma série de dificuldades, pois as metodologias empregadas nao se apoiam nessa logica de
rotina e padronizagdo no que se refere ao modelo animal experimental, assim como aos parametros de
aplicacdo do laser, incluindo comprimento de onda e fluéncia ou dose (MAYER et al., 2013).

Levando em conta todos os fatores acima descritos, e, considerando a variedade de protocolos,
células e de tipos de estudo, os efeitos da LLLT podem ainda ser melhor investigados. Trata-se de uma

area com potencial para estudos em biologia celular, por meio de mais estudos in vitro e em animais.
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O atual estagio do conhecimento ndo suporta ainda modelos em humanos, nos desfechos avaliados em

nosso estudo.
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7 CONCLUSOES

Nao houve alteragdo na area 0ssea, quantidade de biomaterial remanescente ou contagem celular
entre os grupos estudados. Nas condi¢des do estudo, ndo se observou efeito do laser a distancia no
processo de reparo 0sseo em defeitos criticos na tibia de coelhos preenchidos com enxerto bovino

liofilizado.
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