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RESUMO

NAKAMURA, Taind Rafael Silva. Avaliacdo da influéncia de um campo magnético
e de laserterapia na qualidade do osso mandibular de coelhos submetidos a
distracéo osteogénica: Estudo Piloto. 2013. 38f. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduagédo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

Hoje temos um desafio diante da necessidade de avancar na busca por tratamento das
deformidades faciais que, muitas vezes, ndo sdo satisfatorios. Nesse contexto, o
emprego do LLLT tem sido estudado por suas propriedades fotoquimicas e
fotobioldgicas proporcionando maior neoformacdo Ossea e maior rapidez na
cicatrizacdo 0Ossea. Além disso, 0 uso de campo magnético promove o aumento do
metabolismo e da proliferacdo celular proporcionando maior reparo 0sseo. Este estudo
piloto tem por objetivo testar uma metodologia para posteriormente aplicar em uma
amostra mais significativa, podendo assim, avaliar o efeito da laserterapia e do campo
magnético associado a técnica de distracdo osteogénica para avaliar a qualidade do osso
mandibular neoformado em coelhos. Foram realizadas cirurgias em 3 coelhos
subdivididos em 3 grupos de avaliagcdo, 1 grupo controle, 1 grupo experimental
submetido a acdo do campo magnético e 1 grupo experimental submetido a laserterapia.
As pecas 6sseas foram analisadas atraves de microscopia Optica (MO) com as técnicas
de hematoxilina e eosina (HE), Picrosirius e AGQNOR. Os resultados demonstraram que
a metodologia foi satisfatoria, além disso, hd& uma maior tendéncia de proliferacdo
celular, formacdo de tecido 0sseo e de fibras colagenas nos grupos experimentais, ndo
podendo ser conclusivo no momento.

Palavras-chave: Distracdo osteogénica. Laserterapia. Campo magnético.



ABSTRACT

NAKAMURA, Taind Rafael Silva. Evaluation of the influence of a magnetic field
and laser therapy on mandibular bone quality in rabbits undergoing to distraction
osteogenesis: pilot study. 2013. 38f. Final Paper (Graduation in Dentistry) — Faculdade
de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

Today, we have a challenge given the need to advance in the search for treatment of
facial deformities that often are not satisfactory. In this context, the use of LLLT has
been studied for their photochemical and photobiological properties, providing greater
bone formation and faster bone regeneration. Furthermore, the use of magnetic field
promotes increased metabolism and cell proliferation providing greater bone repair.
This pilot study aims to test a methodology for applying in a most significant sample
later, thus being able to correlate the effect of laser therapy and magnetic field
associated with the technique of distraction osteogenesis to assess the quality of
mandibular bone neoformation in rabbits. It was performed a surgery on 3 rabbits that
were divided into 3 groups of evaluation, 1 control group, 1 experimental group
subjected to the action of the magnetic field and 1 experimental group that underwent
the laser therapy. The bone specimens were analyzed by optical microscopy with the
techniques of hematoxylin and eosin (HE), Picrosirius and AgNor. The results showed
that the method was satisfactory, moreover, there was a trend towards higher cellular
proliferation, bone formation and collagen fibers in the experimental groups and cannot
be conclusive at this time.

Keywords: Distraction osteogenesis. Laser therapy. Magnetic field.
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1 INTRODUCAO

A Distracdo Osteogénica (DO) é uma técnica cirdrgica com a finalidade de corrigir
defeitos dsseos em situacdes de deformidades congénitas, traumas e posterior a cirurgias
oncoldgicas. Essa técnica é realizada a partir de uma fratura cirtrgica, seguida da fixacdo de
um aparelho distrator na superficie dssea com a fungdo de estimular e guiar o crescimento
0sseo e as estruturas que o envolvem, estimulando o reparo tecidual pelo préprio organismo
(MEHRA; FIGUEROA, 2008).

A fim de acelerar e aumentar a qualidade do tecido 6sseo neoformado estuda-se a
adicdo de um campo magnético como estimulo para a formacéo de células reparadoras de
tecido dsseo (ISHISAKA et al., 2000; FREDERICKS et al., 2003).

Os trabalhos de Puricelli et al. (2006) demonstrou que a presenca de um ima sepultado
formando um campo magnético continuo acelera o crescimento 6sseo quando comparado com
grupo sem o estimulo do campo magnético.

Outro método utilizado é a LLLT (Low Level Laser Therapy) a qual também se busca
acelerar o crescimento e maturacdo 6ssea para diminuir o tempo de permanéncia do aparelho
distrator diminuindo os riscos de intercorréncias. Segundo Freddo et al. (2012) o uso da LLLT
na fase de consolidacdo da cirurgia de distracdo osteogénica aumenta 0 processo regenerativo.
A LLLT estimula a regeneracdo e cicatrizacdo dos tecidos por meio da proliferacdo celular
(KARU, 1989).

Assim, 0 objetivo deste trabalho é realizar um estudo piloto para delinear e testar uma
metodologia de pesquisa que embase um trabalho com um maior nimero de animais
posteriormente. Além disso, objetiva-se avaliar a qualidade do tecido 6sseo neoformado por
osteodistracdo, com o estimulo de um campo magnético ou de LLLT. Os espécimes serdo
avaliados por microscopia Optica, com coloracdes de hematoxilina e eosina (HE), Picrosirius

e AgNor.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DISTRACAO OSTEOGENICA

Codivilla (1905) foi o primeiro cirurgido a descrever uma técnica de alongamento
6sseo. Utilizando pinos e um peso para gerar tensdo continua e proporcionar o alongamento
de fémur ele mostrou possivel a neoformacdo de tecido 0sseo. Entretanto, sua técnica
apresentou diversas limitacdes devido a grande morbidade. O autor relata grande preocupacao
com os tecidos moles adjacentes a fratura que apresentaram altas taxas de necrose e infecgéo.
Outra limitacdo citada pelo autor esta relacionada a falta de conhecimento cientifico sobre o
funcionamento e metabolismo de células e tecidos naquela época, dificultando a compreenséo
dos fatores que envolvem o insucesso dessa técnica.

Ilizarov (1989a, 1989b) lanca bases bioldgicas que permitem criar protocolos para a
técnica de distracdo osteogénica. Seus estudos demonstraram que a taxa de ativacdo pode ter
influencia no sucesso da cirurgia, alongamentos 6sseos realizados a uma taxa de 0,5mm por
dia causavam maior consolidagdo prematura, assim como ativagdes a 2mm por dia geravam
alteracdes indesejaveis nos tecidos alongados sendo a ativacdo de 1mm por dia a mais
indicada e com menores complicacBes. Além disso, os estudos apresentaram melhores
resultados com a frequéncia de 4 ativacOes por dia em relacdo a uma ativacdo por dia, assim,
podemos considerar maior sucesso na propor¢do em que aumentavam a frequéncia de
ativacdo. Esse autor também demonstra que podemos obter maior sucesso com maior
preservacdo do peridsteo, maximo cuidado com a medula 6ssea e manutencdo do aporte
sanguineo de forma adequada.

A distracdo osteogénica € uma técnica cirdrgica que utiliza os mecanismos de reparo
do préprio organismo para a reconstrucdo de tecidos moles e duros deficientes, tendo muito
sucesso no aumento vertical e horizontal do rebordo alveolar possibilitando a colocacéo de
implantes em areas sem a quantidade de osso desejada. Além disso, a técnica da distracdo
osteogénica estd muito bem indicada em alguns casos devido, principalmente, ao
acompanhamento dos tecidos moles ao longo da distracdo osteogénica (MEHRA,;
FIGUEROA, 2008). Pacientes com deformidades faciais congénitas podem ser tratados com
essa técnica que costuma apresentar resultados funcionais e estéticos favoraveis (HEGGIE;
KUMAR; SHAND, 2013).

Esses mesmos autores sugerem que em pacientes com deformidades faciais congénitas

muitas vezes ndo é possivel obter resultados satisfatérios somente com cirurgia ortognatica,
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sendo necessaria a associa¢do com a técnica de distracdo osteogénica apresentando resultados
estaveis, alcancando uma ocluséo e simetria facial equilibrada, favorecendo um desfecho
esteticamente superior.

Segundo Nacdo (2002) as cirurgias de distracdo osteogénica estdo divididas em 4
fases:

o Osteotomia: fratura do segmento 0sseo, com maxima preservacdo do peridsteo e
enddsteo proporcionando maior suprimento vascular e maior capacidade osteogénica.

o Laténcia: formacdo do calo 6sseo com regeneracdo tecidual e maior proliferacdo de
células osteogénicas.

o Distracdo: separacdo mecanica dos segmentos 0sseos através de um dispositivo fixo
produzindo o estimulo necessario para a formacéo de tecido 6sseo na regido separada.

o Consolidagdo: o0s segmentos distraidos permanecem fixos para que ocorra
consolidacdo e formac&o de tecido 6sseo maduro.

Com o objetivo de diminuir a morbidade e desconforto provocado por distratores antes
usados de forma externa que podem induzir infeccdo, parestesias, cicatrizes visiveis
dificultando a vida social dos pacientes que utilizavam estes dispositivos, Diner et al. (2006)
criaram um dispositivo interno colocado intrabucal e testaram em uma paciente com
deficiéncia mandibular congénita reabilitando essa paciente. Os autores concluiram que havia
necessidade de acompanhamento por maiores periodos para melhor avaliar a técnica.

Chiapasco et al. (2004) avaliou o aumento da dimensdo vertical em regies edéntulas
para posterior colocacdo de implantes comparando as técnicas de Regeneracdo Ossea Guiada
e Distracdo Osteogénica, além disso, avaliar a capacidade de manter o ganho 6sseo ao redor
dos implantes instalados. No periodo de 3 anos foram observados 21 pacientes entre 18 e 59
anos com defeitos de crista 6ssea alveolar vertical dividindo-os em 2 grupos, o primeiro grupo
com 11 pacientes foi feito Regeneracdo Ossea Guiada com membrana e-PTFE reforcado com
barreira de titanio e osso particulado autdgeno e foram colocados 25 implantes. O grupo 2 foi
tratado com a técnica de Distracdo Osteogénica com dispositivo intraoral em 10 pacientes
com total de 34 implantes. As analises foram feitas por meio de radiografias panoramicas e
periapicais por profissionais calibrados avaliando a perda 6ssea entre as cirurgias de ROG e
DO e a colocacdo de implantes, avaliacdo da reabsorcdo 0ssea Peri implantar apés a aplicacéo
de carga, avaliacdo radiografica apos 1, 2 e 3 anos de instalagcdo das proteses e a avaliacdo da
taxa de sucesso e sobrevivéncia dos implantes. A técnica de Distracdo Osteogénica demonstra
maior previsibilidade obtendo maior ganho de dimensdo vertical, menor taxa de reabsorcéo

0ssea alveolar apds a colocagdo dos implantes, menor taxa de complicacdes pos-operatorias, a
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taxa de sobrevivéncia se mostrou semelhante entre os 2 grupos, entretanto a taxa de sucesso
do grupo submetido a DO foi superior alcangando 94% contra 68% do outro grupo.

Um importante método para avaliar o crescimento 6sseo em cirurgias de distracéo
osteogénica se da pela analise radiografica. O trabalho de Mazzonetto e Maurette (2005)
mostrou o ganho de tecido 6sseo avaliando a altura do rebordo alveolar através de 2
radiografias panordmicas realizadas antes e depois do emprego dessa técnica, foram
realizadas 60 cirurgias em 55 pacientes. O valor médio de ganho de tecido 6sseo foi de
6,27mm sendo que a regido onde obteve maior ganho de altura do rebordo foi anterior de
maxila (7,46mm) seguido por anterior de mandibula (6,73mm), posterior de maxila (6,32mm)
e posterior de mandibula (4,60mm) concluindo que a técnica de distracdo osteogénica é uma
ferramenta eficaz no tratamento de defeitos verticais de rebordo alveolar com uma taxa de
sucesso de 91,66%.

O estudo de Block et al. (1998) objetivou determinar a resposta do 0sso alveolar apos
a distracdo osteogénica. Quatro cachorros foram submetidos a distragdo osteogénica até o
ganho de 10 mm de comprimento do rebordo alveolar e colocados 4 implantes em cada
animal, ap6s 1 ano os animais foram sacrificados para avaliacdo histoldgica do 0sso.
Radiograficamente, foi possivel analisar apds 6 semanas uma densidade Gssea compativel
com tecido 6sseo maduro, similar ao 0sso das regides nao distraidas. A avaliacdo histologica
apos 1 ano mostrou que ndo havia diferenca na qualidade do 0sso entre as regifes submetidas
a distracdo osteogénica e regides sem distracdo osteogénica.

Enislidis et al. (2005) estudou as possiveis complicacbes com o emprego da técnica de
distracdo osteogénica avaliando 37 pacientes parcialmente edéntulos sendo 45 areas tratadas
com distragdo osteogénica. Nessas &reas foram colocados 93 implantes (72 implantes no
momento da remoc¢éo do distrator e 21 implantes em um momento posterior). O ganho médio
de altura do rebordo alveolar foi de 8,2mm sendo essa anélise realizada por radiografias pré e
pos distracdo. No total 75,7% dos pacientes tiveram complicacGes sendo a maioria em menor
grau, entretanto, ocorreram casos de fratura do 0sso basal, fratura do segmento transportado
pelo distrator e quebra ou problemas mecéanicos com o distrator. Foram necessarios 11
aplicacdes de enxerto ap6s sua implantacéo.

Mofid et al. (2001) realizou a aplicacdo de um questionario de quatro paginas enviado
para 2476 cirurgides craniofaciais ou orais e maxilofaciais sendo que 148 cirurgides
afirmaram realizar a distracdo osteogénica em sua préatica profissional, relatando um total de
3278 casos. O objetivo foi avaliar questbes técnicas das cirurgias, procedimentos poés-

operatorios, indicacdes para cirurgia. Nao houve diferenca estatistica entre o grupo que
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utilizou a fase de laténcia em suas cirurgias em relacdo ao grupo que ndo utilizou a fase de
laténcia. O estudo demonstrou ainda que a taxa de complicagcfes foi de 35,6%, sendo mais
frequente em cirurgias aplicadas por cirurgides menos experientes. Além disso, houve menor
numero de complicagdes relacionadas ao nervo alveolar inferior em distracdes mandibulares
quando o ritmo de ativagdo ndo era maior que 1mm por dia.

Diversos modelos animais ja foram utilizados em estudos de distragdo osteogénica, o
coelho € um modelo frequentemente relatado na literatura (Al-Sebaei et al., 2005; Djasim et
al., 2008). Al-Sebaei et al. (2005) usou em seus estudos mandibulas de coelhos usando uma
amostra de 25 animais. Foram feitas osteotomias em ambos os lados da mandibula e fixado os
aparelhos de distracdo, entretanto, somente um lado foi ativado ap6s 3 dias de laténcia, 7 dias
de ativacdo, 2 vezes ao dia e 14 dias de consolidacdo, o outro lado se manteve inativo sendo o
grupo controle. As avaliacbes foram feitas nos dias 3, 7, 10, 17 e 24 demonstrando
histologicamente a formacdo de tecido dsseo através da técnica de coloracdo por HE
concluindo, portanto, que os coelhos podem ser um importante modelo animal para ser
utilizado em pesquisas empregando esta técnica.

Para 0 emprego desta técnica dois diferentes tipos de aparelhos podem ser utilizados
para promover a osteodistracdo, aparelhos extraoral e intraoral. O aparelho intraoral tem
maior preferéncia de uso pelos profissionais por apresentar vantagens em relacdo ao aparelho
extraoral como a presenca minima de cicatriz, ocorrendo somente na mucosa, ndo havendo
comprometimento estético. Além disso, os aparelhos intraorais apresentam menor peso que 0s
dispositivos extraorais (NUNTANARANONT, 2008).

2.2 CAMPO MAGNETICO X CRESCIMENTO OSSEO

O estudo do campo magnético relacionando-o com o crescimento 0sseo esta
aumentando. Tem sido estudada a acdo do campo magnético na funcdo das células e
estruturas que as compdem, a fim de que possamos ter conhecimento da correlagdo entre o
campo magnético e o crescimento celular (ISHISAKA et al., 2000).

O uso de sistema magnético tem sido pesquisado em diversas areas incluindo as da
area da saude. A utilizacdo de um campo magnético continuo demonstrou capacidade de
reducdo do tempo de formacdo do calo 6sseo em fraturas de pulso em 35%. Esse campo
magnético foi gerado por imds fixados junto ao gesso de imobilizagdo da fratura
(COSTANTINO et al., 2007).
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Temos variadas situacfes em que o tempo de formacdo do osso pode influenciar no
sucesso do tratamento. O uso do campo magnético sepultado testado in vivo, associado a
capacidade osteocondutora dos enxertos 6sseos provocam maior inducdo de neoformacéo
6ssea (PURICELLI; DUTRA; PONZONI, 2009).

Buscando compreender a agdo do campo magnético sobre as células do tecido ¢sseo
foi demonstrado que o uso de campo elétrico, gerando magnetismo através da corrente
elétrica, foi capaz de gerar significante aumento da proliferacdo celular assim como aumento
de sua maturacdo. Esse estimulo gera aumento de formacdo de matriz extracelular pelos
osteoblastos, assim como maior diferenciacdo, além disso, o aumento na formagdo de
coldgeno tipo I, sialoproteinas, osteocalcinas e osteonectinas e maior atividade da Fosfatase
Alcalina (HARTIG; JOOS; WIESMAN, 2000). Possivelmente 0 aumento da vascularizacéo,
producdo de colageno, proliferacdo e diferenciacdo de células osteogénicas estdo entre os
mecanismos que geram a inducao de neoformacéo Gssea na presencga de um campo magnético
(MATSUMOTO et al., 2000).

Sabe-se que um importante fator que gera o aumento do tempo de maturacdo do tecido
0sseo se da pela formacdo de tecido cartilaginoso. A presenca de suprimento sanguineo na
regido medular influenciada pelo campo magnético pode explicar o fato de ndo haver
formacdo de cartilagem ao longo da cicatrizagdo éssea, acelerando o processo de regeneracao
(PURICELLI et al., 2006).

Estudos apontam para a técnica da distracdo osteogénica como uma boa opcdo para o
uso do campo magnético. Segundo Fredericks et al. (2003), ap6s 16 dias de exposicdo ao
campo magnético, sendo de forma intermitente, em distracdo osteogénica realizada na tibia de
ratos mostrou que 0 0SSO ja apresentava resisténcia a torcdo semelhante ao 0sso normal. Em
todos os estagios 9, 16 e 23 dias, 0 grupo com uso de campo magnético apresentou maior
nivel de regeneracdo 6ssea em relacdo ao grupo teste.

O trabalho de Puricelli et al. (2006), demonstrou que a utilizacdo de campo magnético
acelera a cicatrizacdo 6ssea sendo observado nas analises histolégicas nos periodos de 15, 45
e 60 dias em cavidades geradas cirurgicamente nos fémures de ratos.

Kesemenli et al. (2003) avalia a acdo do campo magnético em coelhos submetidos a
distracdo osteogénica. O grupo experimental, com acdo de campo magnético intermitente,
seguindo um protocolo de aplicagdo de 3 horas ao dia durante 3 semanas, foi relacionado com
0 grupo controle, sem acdo do campo magnético, sob analises radiogréficas, cintilografica e
histoldgica nas semanas 4, 8 e 13. As analises radiograficas foram semelhantes para ambos 0s

grupos em todas as avaliagcOes, entretanto, nas analises de cintilografia e histologia
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apresentaram dados semelhantes nas semanas 4 e 13, enquanto que na semana 8 apresentou
maior atividade de osteoblastos e maior formacédo de tecido dsseo. No periodo de 13 semanas
foi encontrado tecido 6sseo maduro, indicando baixo efeito do campo magnético no periodo
de remodelacéo Gssea.

O uso do campo magnético tem sido investigado em diversas areas de atuacdo. S&o
necessarios estudos que mostrem com maior exatidao qual a frequéncia e tempo de exposicéo
a um campo magnético mais adequado para a neoformacdo 6ssea ocorrer de forma rapida
(MATSUMOTO et al., 2000).

2.3 LASERTERAPIA X CRESCIMENTO OSSEO

O uso da terapia a laser de baixa poténcia ou Low Level Laser Therapy (LLLT) vem
sendo empregado para fim de reparagéo tecidual devido a sua capacidade biomoduladora. O
laser gera efeitos de crescimento epitelial e fibroblastico, estimulacdo da sintese de colageno,
aumento da capacidade de fagocitose e liberacdo de endorfinas (MESTER; MESTER;
MESTER, 1985). Além disso, a LLLT estimula a regeneracdo e cicatrizacdo dos tecidos
através da proliferacdo celular, da aceleracdo na formacdo de tecidos de granulacdo, do
aumento da sintese de ATP e da sintese de coldgeno (KARU, 1989).

Para Pretel, Lazarelli e Ramalho (2007) a LLLT acelera a regeneracdo de feridas, de
tecido mole e duro, por meio da estimulacdo de fibroblastos, tecidos especializados e
endotélio vascular tendo a capacidade de acelerar o processo de reparo pelo aumento da
proliferacdo celular e a vascularizacdo de tecidos lesados.

Estudos demonstraram que a LLLT gera aumento na concentracdo de beta-endorfina
promovendo efeito analgésico. Ocorre também um efeito anti-inflamatério atuando nas
prostraglandinas, inibindo e blogueando a acdo da enzima ciclooxigenase e na ativacdo dos
linfocitos (CATAO, 2004; RODRIGO et al., 2009).

Miloro, Miller e Stoner (2007), demonstraram em cirurgias de distracdo osteogénica
realizada em mandibulas de coelhos com o estimulo da LLLT que houve aumento da
regeneracdo Ossea durante a fase de consolidagdo permitindo menor tempo de uso do aparelho
distrator e reduzindo a morbidade.

Para a determinacao do periodo de uso do laser nas cirurgias de distracdo osteogénica
observou-se que a estimulacdo por LLLT no periodo de consolidagdo foi mais favoravel que a
estimulagdo no periodo de ativacdo, pois promove a formagdo de tecido cartilaginoso em

estagios precoces enquanto que no periodo de consolidacdo foi encontrado tecido 0sseo
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neoformado. Entretanto, independentemente do periodo de exposicdo ao laser, a regeneracéo
0ssea com 0 uso da LLLT acelerou mais fortemente que a regeneracdo de forma natural
(CERQUEIRA et al., 2007; SHAKOURI et al., 2010).

Kreisner et al. (2010) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a acdo da LLLT
na porcentagem de o0sso neoformado em mandibulas de coelhos submetidos a distracéo
osteogénica. Com uma amostra de 10 coelhos sendo 4 coelhos do grupo controle e 6 coelhos
do grupo teste submetidos a LLLT e um protocolo de 3 dias de laténcia, 7 dias de ativacdo e
10 dias de consolidacdo. Os animais foram irradiados com LLLT infravermelho de 830nm
recebendo a aplicagcdo em um ponto de 10J/cm?, a cada 48h, com uma poténcia de 40mW. O
grupo controle apresentou taxa de neoformacdo 0ssea de 46,75% enquanto que 0 grupo teste
apresentou taxa de neoformacdo Ossea de 57,89% apresentando um maior beneficio na
formacéo de tecido 6sseo em mandibula de coelhos submetidos a LLLT. O autor sugere que a
aplicacdo de LLLT pode diminuir o tempo total de tratamento.

Freddo et al. (2012) avaliaram os efeitos da LLLT no osso mandibular de ovelhas para
determinar os valores de dureza e modulo de elasticidade do 0sso neoformado apos cirurgia
de distracdo osteogénica através de testes de nanoidentacdo. Os resultados apresentados
demonstram que os animais irradiados por LLLT durante o periodo de maturagdo Ossea
apresentaram maiores valores de dureza e do modulo de elasticidade em relacdo aos animais
irradiados nos periodos de laténcia e ativacao.

Kan et al. (2013) demonstrou em seu estudo de distracdo osteogénica que o LLLT
pode ter efeito positivo no processo de reparo do tecido dsseo, utilizando tomografia
computadorizada, radiografia simples e histomorfometria para avaliar um grupo experimental
com LLLT e um grupo controle. Essas analises foram feitas com 28 e 56 dias apds o
procedimento de distracdo osteogénica. A andlise histomorfométrica mostrou diferenca
significante entre o0 grupo experimental e controle apds 28 dias, assim como as analises de
tomografia computadorizada e radiografia simples demonstraram maior radiopacidade no
grupo experimental em relagcdo ao grupo controle. Portanto, em um periodo curto esse estudo
sugere um efeito positivo da estimulacdo do reparo 6sseo por LLLT. J& no periodo de 56 dias

nédo houve diferenga no processo de reparo do 0sso para 0s dois grupos.
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2.3 ANALISE HISTOLOGICA

A combinacdo de hematoxilina e eosina (HE) é um dos corantes mais comumente
usados. A hematoxilina cora em azul ou violeta o nacleo das células e outras estruturas acidas
(como matriz de cartilagem hialina), por outro lado, a eosina cora em rosa o citoplasma e o
coldgeno (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A coloracdo de HE tem sido largamente usada
em pesquisas de distracdo osteogénica devido a sua capacidade de demonstrar com nitidez
areas de neoformacdo Ossea, assim como tecidos inflamatorios, areas de vascularizagéo,
presenca de fibroblastos e osteoblastos (KESEMENLLI et al., 2003; CERQUEIRA et al., 2007,
KAN et al., 2013).

A avaliacdo histologica em tecido 6sseo pode ser avaliada por AgNor. No estudo de
Paparella et al. (2007) pacientes com osteosarcoma de mandibula ou maxila foram submetidos
a essa avaliacdo para determinar grau de malignidade, as células usadas para determinar a
proliferacdo celular foram os condroblastos, os osteoblastos e os fibroblastos, tendo concluido
que essa técnica além de ser valiosa para determinar a malignidade possui facil aplicabilidade.

Crocker, Boldy e Egan (1989) demonstraram que o aumento do niumero de AgNor esta
relacionado com a proliferacdo celular, pois h4& uma desagregacdo nucleolar com o
correspondente aumento de AgNor na fase S do ciclo celular. Foi demonstrado também que
quanto maior a atividade proliferativa menor é o tamanho dos AgNor quando comparado com
células em menor atividade proliferativa.

A coloracdo por Picrosirius que tem por caracteristica marcar a disposi¢do das fibras
coladgenas é uma técnica bastante utilizada em estudos para avaliacdo de enxertos 0sseos
devido a funcdo das fibras colagenas de formar um tecido de sustentacéo para a formacao do
tecido 6sseo (STEIN; SILVA; SILVA, 2009; CONTAR et al., 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONFIGURACAO DA AMOSTRA

A amostra deste estudo piloto foi constituida de 3 coelhos, fémeas, jovens, ordem
Lagomorpha, género e espécie Oryctolagos cuniculus, raca Nova Zelandia, variedade branca,
com peso compreendido entre 3,0 e 4,0Kg, livres de malformacGes congénitas e feridas.
Foram operados trés coelhos, com intuito de verificar a metodologia in vivo.

Os animais foram adquiridos atraves do Hospital de Clinicas da UFRGS (Unidade de
Experimentacdo Animal/HCPA) e permaneceram no unidade deste Hospital, sendo sempre
supervisionados pelo pesquisador e Médico-veterinario.

Apds a admissdao no Biotério, os espécimes selecionados foram divididos em trés
grupos, compostos por um coelho cada (Quadro 1). Todos os animais foram submetidos ao

mesmo protocolo para alongamento dsseo.

Quadro 1 - Tipo de tratamento para cada grupo

Grupos Tratamento
Coelho 1 Distracdo Osteogénica
(Controle)
Coelho 2 Distracdo Osteogénica + Campo
Magnético
Coelho 3 Distracdo Osteogénica + Laserterapia
(LLLT)

Fonte: autor

3.2 ETAPAS TECNICAS DA PESQUISA

3.2.1 ELABORAGAO DO APARELHO DISTRATOR

O primeiro passo deste trabalho foi a elaboracdo de um aparelho de distracdo
osteogénica para coelhos. Apesar da existéncia de experimentos neste mesmo animal,
inclusive no mesmo sitio de alongamento dsseo, optou-se pelo desenvolvimento proprio pela
dificuldade de acesso a tais dispositivos, mas, sobretudo visando-se obter uma qualidade que

pudesse suprir 0s objetivos da pesquisa.
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3.2.2 SEQUENCIA CIRURGICA

Todas as etapas dos procedimentos anestésicos foram executadas por uma Médica-
veterinario que acompanhou o preé, o trans e 0 pos-operatdrio dos animais.

Os animais foram sedados com Ketamina (15mg/kg), Midazolam (1 mg/kg) e
Meperidina (10 mg/Kg), via intramuscular. Os animais foram pré-oxigenados através de
maéscara facial e a inducdo da anestesia geral foi realizada com propofol (2-4mg/kg). Os
animais foram intubados com tubo 3.0 e a anestesia geral foi mantida com propofol
(0,3mg/kg/min) e Fentanil (7 pg/Kg). A profilaxia antibiética foi realizada por meio da
injecdo intramuscular de Enrofloxacino (5 mg/kg).

Apbs a sedacdo foi realizada a tricotomia proxima a regido do ramo mandibular
esquerdo. Também foi realizado 0 acesso venoso na veia marginal da orelha com cateter tipo
extracath tamanho 24G, para fluidoterapia (Sol. Fisiolégica 0,9%) e administracdo do
propofol, seguindo-se com a antissepsia da pele com degermante polivinilpirrolidona iodo
(PVPI).

Campos cirargicos estéreis isolaram o campo operatorio. Na regido a ser incisada,
procedeu-se a infiltracdo local com Lidocaina (2mg/kg) e Bupivacaina (1mg/kg), no espaco
subcutaneo e proximo ao nervo alveolar inferior.

Com um bisturi no. 3 e l[dmina descartavel no. 15 uma incisdo linear foi realizada, na
regido do bordo inferior do corpo mandibular esquerdo, iniciando-se 1,5 cm a frente do
angulo e estendendo-se até 2,5 cm no sentido anterior. Os planos foram dissecados com
tesoura de Matzenbaum e a elevacao do periésteo foi realizada utilizando-se os descoladores
do tipo Molt. Afastadores do tipo Farabeuf foram posicionados expondo a superficie lateral da
mandibula.

Apds a exposicdo da regido de corpo mandibular, a regido do forame mentoniano foi
identificada, sendo 0 nervo e 0s vasos sanguineos que por ele emergem cuidadosamente
dissecados. A corticotomia inicial foi realizada pela face lateral da mandibula, entre o
primeiro pré-molar e o forame mentoniano, utilizando-se broca com ponta esférica no. 1 em
baixa rotacdo e sob irrigagdo constante de soro fisiolégico a 0,9%, da basilar até a crista
alveolar para demarcar a linha de fratura. Durante este procedimento, 0s tecidos cutaneos e
musculares separados pelos afastadores.

Em seguida, um gabarito ou guia de perfuracdo foi posicionado sobre a linha de
corticotomia e com broca de baixa rotagcdo de 1,5mm, sob irrigagdo com soro fisioldgico,

foram realizadas as perfuragdes dos parafusos do aparelho distrator. As perfuracfes iniciais
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foram unidas com ponta tronco-conica 701 (1,0 mm de didmetro), sem, no entanto, completar
a osteotomia. O aparelho distrator foi, entdo, colocado no local do gabarito, fixado com quatro
parafusos de titdnio de 1,5mm de espessura e comprimentos que variaram entre 7mm, 9mm e
11mm sendo ativado até a obtencdo de uma resisténcia a ativacdo do aparelho, para que a
fratura pudesse ser concluida com o uso de cinzéis retos (Figura 1). No animal 2, logo apés a
instalagdo do dispositivo de distragdo, um im& de cada lado da corticotomia, na regido da
basilar da mandibula, foi inserido e fixado por um parafuso de titanio de 1,5mm de espessura
por 9mm de comprimento com cabeca expandida. Os iméds foram fixados com uma forca de
atracdo, formando um campo magnético ao redor deles (Figura 2).

Apos irrigacdo abundante para a limpeza do leito operatorio, a ferida cirdrgica foi
fechada por planos com fio reabsorvivel (Vicryl) n° 4-0 nos planos profundos e nailon n° 4-0
em pontos isolados e sutura simples para a epiderme.

No periodo pos-operatorio, 0s animais permaneceram na Unidade de Experimentagéo
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em gaiolas individuais, sob os cuidados dos
pesquisadores e orientacdo da equipe de Médicos-veterinarios e equipe de enfermagem. Eles
receberam, por via intramuscular, analgesia por meio da utilizacdo de Tramadol 2 mg/Kg
(12/12 hs), durante 2 dias; medicacdo antinflamatéria com Cetoprofeno 1 mg/Kg (24/24 hs),
durante 3 dias e antimicrobiano Enrofloxacino 5 mg/Kg (12/12 hs), por 5 a 7 dias.

A recuperacdo anestésica foi realizada em ambiente aquecido para evitar hipotermia.
A dieta foi mantida por meio de folhas verdes e de racdo sendo iniciada imediatamente apos a

cirurgia.
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Figura 1 — Aparelho distrator fixado aos dois lados da fratura

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 2 — Imds fixados abaixo do aparelho distrator

Fonte: dados da pesquisa
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3.2.3 DISTRACAO OSTEOGENICA

Periodo de Laténcia - 3 dias (12 ao 32 dia)

Durante os trés primeiros dias pos-operatorios, o distrator osteogénico nao foi ativado,

apenas inspecionado e higienizado com iodofor alcodlico a 1% quando necessario.

Periodo de Ativagdo - 7 dias (42 ao 10° dia)

A partir do quarto dia po6s-operatorio, foi realizada a primeira ativacdo do aparelho,
avancando 1mm por dia, com frequéncia de 0,5 mm a cada 12 horas, completando 7 mm de

extensdo ao final do experimento.

Periodo de Maturagdo Ossea - 20 dias (112 ao 30° dia)

Apds o periodo de alongamento, o aparelho distrator foi mantido em ativacdo por um

periodo 20 dias, isto para que ocorresse a consolidacdo 6ssea.

3.2.4 IRRADIACAO COM LASER

O aparelho utilizado para irradiacdo foi o0 MM Optics®, com meio ativo GaAlAs
(arseneto de galio e aluminio) com comprimento de onda de 780mm (grupo experimental),
devidamente calibrado. A LLLT iniciou no primeiro dia do periodo da maturacdo éssea,
seguindo com mais 09 aplicacOes a cada 48 horas, totalizando 10 aplicagdes.

Por ser indolor, este procedimento ndo necessitou do uso de sedacdo ou anestésicos. O
animal de nimero 3 recebeu doses pontuais sobre a regido distraida. Tivemos quatro pontos
de aplicacdo de 5J/cm? por 10 segundos ao redor do aparelho distrator, totalizando 20J/cm?,
na poténcia de 20mW, em modo continuo. A energia total aplicada, ao final do experimento,

correspondeu a 200J/cm? (Figura 3).
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Figura 3 — Quatro pontos de aplicacdo do laser

Fonte: Dados da pesquisa

3.2.5 CAMPO MAGNETICO

Os dispositivos metalicos utilizados foram arruelas constituidas por imés de Neodimio
revestidas em ouro, com dimensdes de 5mm x 2mm x 2,5mm e fixados ao 0sso por parafusos
de titdnio comercialmente puro. Os célculos do campo magnético foram realizados no
Laboratdrio de Eletromagnetismo do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

O animal de nimero 2 teve adicionados junto ao parafuso de fixacdo do aparelho
distrator duas arruelas imantadas, uma em cada lado da osteotomia, na regido da basilar da
mandibula formando um campo magnético continuo de aproximadamente 100 Gauss (G).

3.2.6 MORTE DOS ANIMAIS

Ap6s 30 dias, do procedimento cirtrgico, os coelhos foram sedados com o mesmo

protocolo citado acima e anestesiados com sobredose de propofol (10mg/kg) até a perda
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completa de reflexos e parada respiratoria. Entdo foi administrado cloreto de potassio para
promover a parada cardiaca (1ml/kg). A eutanasia foi realizada pela Médica Veterinéria,
responsavel técnica da UEA-HCPA, respeitando-se, dessa forma, a Resolucdo no.1000, de 11
de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre
procedimentos e métodos de eutandsia em animais, e da outras providéncias. Apds a
constatacdo da morte dos animais, pelos sinais vitais, os distratores foram removidos, as
mandibulas dissecadas, isoladas e separadas, com descoladores e cinzéis e acondicionadas em
meio de conservacao (Formalina 10%). A porcao dssea de interesse, separada, continha a area
neoformada e as extremidades de osso maduro, e esta foi encaminhada para o preparo
histologico (Figura 4).

Figura 4 — Cortes para o preparo histologico

Fonte: Dados da pesquisa

3.4 PREPARO LABORATORIAL

As pecas foram avaliadas por meio de microscopia dptica em diferentes coloraces.
As amostras mandibulares foram preparadas para exame de coloracdo de Hematoxilina e
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Eosina (HE), para avaliacdo morfoldgica geral, coloragdo de Picrosirius, para visualizagdo das
fibras coladgenas e com impregnacdo por AgNor para a observacdo da velocidade de
proliferacdo celular.

Na coloracdo de HE as amostras foram avaliadas de forma qualitativa observando a
morfologia da estrutura do osso neoformado, formacgdo de trabéculas Osseas, areas de
reabsorcdo, tecido 6sseo maduro e atividade osteobléstica. Essa avaliagdo foi realizada pelo
autor que passou por periodo de calibragem no Laboratério de Patologia Experimental do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Alem disso, foi realizada a avaliacdo quantitativa de
osso neoformado, onde foram selecionadas cinco &reas de formacdo de tecido 0Gsseo
neoformado, perto da linha basilar, ao longo da regido distraida, sendo a primeira e a Gltima
rente aos vazios deixados pelos parafusos de fixacdo do distrator, e as outras trés medidas
entra estas. Para esta andlise, utilizou-se um aumento de 200x e as imagens foram capturadas
com equipamento fotografico acoplado ao microscopio. Essas imagens foram transferidas
para o software ImageJ no qual foi determinada, através da histomorfometria, a area de
formacéo de tecido dsseo, correlacionando os 3 grupos de avaliagéo.

A coloracdo de Picrosirius foi observada de forma qualitativa analisando a disposi¢édo
e orientacdo das fibras coladgenas do tecido 6sseo. Foram capturadas cinco areas rentes a
basilar, sendo duas areas tangenciando os espagos livres deixados pelos parafusos de fixacao e
trés areas entre as duas primeiras, ao longo da regido distraida. Utilizou-se o aumento de 200x
e as imagens foram capturadas com equipamento fotografico acoplado ao microscépio. Foi
realizada a analise quantitativa com o mesmo software, entretanto, neste processo
determinamos a porcentagem de fibras colagenas ao longo do tecido 6sseo neoformado.

Na avaliagdo do AgNor realizou-se somente analise quantitativa. As areas de 0Sso
neoformado foram capturadas através de equipamento fotografico acoplado ao microscopio
com aumento de 1000x. O autor passou por procedimento de calibragem no Laboratério de
Patologia da Faculdade de Odontologia da UFRGS para realizar a contagem de AgNor.
Selecionou-se as células mais proximas ao tecido 6sseo neoformado para garantir que as
células quantificadas eram osteoblastos. Foi feito a contagem dos AgNor de 100 osteoblastos,
esse nimero tem valor bastante significativo e tem sido usado em contagens de células do
tecido 6sseo por outros autores como Arora et al. (2003) e Paparella et al. (2007). Em seguida,
processou-se 0s dados coletados sob os seguintes critérios: média de AgNor por célula,

porcentagem de células com mais de 3 AgNor.
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4 RESULTADOS

Todos os coelhos apresentaram Otimas condicdes pos-operatorias, ndo apresentando
intercorréncias. Embora a presenca do dispositivo de distracdo possa ser desconfortavel todos
os coelhos puderam se alimentar de forma adequada apresentando peso compativel com saude
atestado pela equipe de cuidadores e veterinarios da Unidade de Experimentacdo Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Ao término da distracdo no dia da morte dos coelhos nenhum processo inflamatério
foi verificado nos coelhos do grupo controle e do grupo submetido a LLLT. O grupo
submetido ao campo magnético apresentou pequenas areas de inflamagéo ao redor dos imas,
entretanto, ndo foi verificado alteracfes ao longo da regido distraida.

A analise qualitativa dos cortes histoldgicos em HE sugeriu diferenca na formacao de
tecido 6sseo do coelho submetido a LLLT em relagdo aos coelhos com campo magnético e
controle. Embora o coelho com LLLT esteja em um grau de desenvolvimento avangado em
relacdo aos outros coelhos todos apresentam 0sso imaturo na sua maioria. Ndo houve
diferenca na proporc¢édo de 0sso dos coelhos com campo magnético e controle, foi encontrado
raizes dos dentes de ambos os coelhos com a presenca, provavel, de osso alveolar. Os coelhos
com campo magnético e LLLT apresentaram maior vascularizacdo que o coelho controle.
Entre os fatores que demonstram a imaturidade Gssea se da pela grande presenca de ostedcitos
e desorientacdo das fibras colagenas analisadas na coloracdo de picrosirius.

Na coloracgdo de Picrosirius o coelho com campo magnético apresentou predominio de
colageno da cor vermelha, com alta birrefringéncia, significando apresentar fibras colagenas
com maior espessura, ja o coelho com LLLT apresentou colageno vermelho, porém apresenta
predominancia de colageno da cor verde, sugerindo a presenca de fibras colagenas de menor
espessura. O coelho do grupo controle apresenta coldgeno da cor vermelha, mas com baixa
birrefringéncia. Entretanto, nenhum grupo apresenta fibras colagenas dispostas em lamelas,
deste modo, ndo havendo presenca de 0sso maduro.

Na analise microscopica quantitativa de HE, constatou-se grande quantidade de tecido
6sseo neoformado no grupo com LLLT em relagdo ao grupo controle, por sua vez 0 grupo
controle apresentou maior quantidade de 0sso que 0 grupo com campo magnético. O grupo
com LLLT apresentou média de 67,8% de tecido 0sseo neoformado, o grupo controle
apresentou media de 41,48% de neoformacdo dssea enquanto que a menor média foi de

33,8% do grupo com campo magnético (Tabela 1).
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A anédlise quantitativa com Picrosirius mostrou uma meédia de producdo de fibras
colagenas também mais consistente no grupo com LLLT (48%) seguido pelo grupo com
campo magnético (43,36%), 0 grupo controle apresentou a menor producdo de colageno
(29,46%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagem de tecido 6sseo neoformado e porcentagem de fibras colagenas para

0s 3 grupos
Neoformacao 0ssea Fibras colagenas
Controle 41,48% 29,46%
Campo Magnético 33.8% 43,36%
LLLT 67,8% 48%

Para verificar a intensidade da proliferacdo celular, utilizou-se a média de AgNor por
célula, nesse parametro o grupo com campo magnético apresentou melhor resultado com
média de 2,57 AgNor por célula, o grupo com LLLT apresentou média de 2,13 AgNor por
célula, enquanto que a média do grupo controle foi de 1,87. Outro parametro avaliado foi a
porcentagem de AgNor maior que 3. O grupo com campo magnético apresentou 23% de
AgNor > 3, o grupo com LLLT foi de 7% AgNor > 3 enquanto que o grupo controle obteve
apenas 2% de AgNor > 3.

Tabela 2 - Média de AgNor por célula e porcentagem de células com mais de 3 AgNor para

cada um dos 3 grupos

Média de AgNor pAgNor > 3
Controle 1,87 2%
Campo Magnético 2,57 23%

LLLT 2,13 7%
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Figura 5 - Osteoblasto com 3 AgNor do coelho submetido ao campo magnético

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 6 - Tecido 6sseo neoformado do grupo submetido a LLLT




Figura 7 - Disposicao das fibras colagenas do grupo submetido a LLLT

Fibras Colagenas

Fonte: Dados da pesquisa
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5 DISCUSSAO

A distracdo osteogénica mostrou ser uma técnica eficaz com o propdésito de promover
0 alongamento 0sseo. Os coelhos submetidos a esta técnica apresentaram aumento mandibular
com consequente formacgdo de tecido dsseo sem que houvesse qualquer manifestacdo de
ordem infecciosa, rejeicao ao aparelho distrator ou alguma intercorréncia pos-operatoria.

A utilizacdo do coelho como modelo animal para a realizacdo dos estudos de distracao
osteogénica foi bem sucedida, entretanto, para melhor acomodacao dos aparelhos distratores
utilizamos somente animais do sexo feminino que apresentam masseter menos desenvolvido,
e um corpo mandibular mais plano, facilitando a fixagc&o do dispositivo. Uma dificuldade para
utilizacdo de coelhos esta no fato de a mandibula ser pequena, proporcionando menor espaco
para a colocacdo do aparelho distrator e imés para a criagdo do campo magnético.

H& uma clara preocupacdo a cerca da necessidade de diminuicdo do tempo de
tratamento para produzirmos melhores resultados nesta técnica. Diversos protocolos sdo
descritos na literatura confrontando tempos de execucdo para cada etapa cirurgica, sendo 0s
trabalhos de Ilizarov (1989a, 1989b) precursores nesse quesito. Alguns autores como Tavakoli
et al. (1998) relatam ndo haver necessidade de usar o periodo de laténcia no emprego da
técnica. Para llizarov (1988) o periodo de laténcia é importancia no processo de acomodagéo
dos tecidos e formac&o do calo 6sseo para obter melhores resultados ao final do tratamento.

Temos também diferentes tempos empregados no periodo de consolidacdo, estudados
por diferentes autores. O menor tempo encontrado foi de 10 dias por alguns autores como
Miloro, Miller e Stoner (2007) e Kreisner et al. (2010) apresentando resultados satisfatérios
para 0 propdsito de formacdo de tecido Osseo. Nesse estudo utilizamos 20 dias para
consolidacdo e maturacdo do tecido ésseo por apresentar boas propriedades mecanicas apos
esse tempo, assim como apresentado por Cerqueira et al. (2007).

No presente estudo aplicamos um protocolo de distragdo com 3 dias de laténcia, 7 dias
de ativacéo e 20 dias de consolidacéo, protocolo semelhante a outros estudos que utilizaram 3
dias de laténcia, 7 dias de ativacdo e 10 dias de consolidacdo (HUBLER et al., 2010;
KREISNER et al., 2010). Al-Sebaei, Gagari e Papageorge (2005) apresentou um estudo
utilizando 3 dias de laténcia, 7 dias de ativagdo e 14 dias de consolidacdo. Tavakoli et al.
(1998) testou 20 dias de consolidagdo. Alguns estudos apresentam maior tempo de
consolidagdo em relagdo a este trabalho, como o de Mazzonetto e Maurette (2005), que

utilizaram 12 semanas de consolidacao.
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Necessita-se de mais estudos que demonstrem a intensidade do campo magnético
necessaria para formar tecido 6sseo com a melhor qualidade e no menor tempo possivel, pois
diferentes forcas de campo magnético sdo descritas na literatura Puricelli et al. (2006),
Bodamyali et al. (1998) e Costantino et al. (2007) com forcas de 41, 18 e 12,5 Gauss,
respectivamente, variando o tempo de exposi¢do, porém nenhum estudo comparativo foi
descrito até 0 momento. Além disso, ha a necessidade de abordagem sobre o tipo de im&d mais
adequado, com melhor compatibilidade dentro dos tecidos. O tratamento com campo
magnético é relativamente novo e muitas possibilidades devem ser discutidas, acreditamos
que esse estudo seja precursor de muitos outros nesse sentido. Esta pesquisa, teve o cuidado
de utilizar iméds de neodimio revestidos por ouro que além da biocompatibilidade, sdo
altamente resistentes a corrosdo pelas enzimas organicas. Num ensaio precursor a este
trabalho, imés de neodimio nao revestidos foram testados e 0s mesmos apresentaram corrosao

da superficie e formacdo de abscessos no animal.

Figura 5 — Ima corroido e abscesso

Fonte: Dados da pesquisa

A LLLT vem sendo aplicada em diversos tratamentos dentro da medicina e
odontologia nos ultimos anos, despertando o interesse de cirurgides que utilizam a técnica da

distracdo osteogénica, entretanto, ainda ndo foi descrito em pacientes humanos. Favorece o0
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fato de ndo ser uma técnica invasiva, nem mesmo dolorida ao paciente, porém é necessario
que se crie protocolos de utilizacdo do laser, especificando poténcia e tempo de aplicacao.

O meio ativo do laser mais comumente utilizado é o meio ativo de GaAlAs com luz
infravermelho podendo ser usado no comprimento de onda entre 780nm e 830nm. Diversas
poténcias também sdo relatadas na literatura que compreende entre 20mw e 40mw. (PRETEL;
LAZARELLI; RAMALHO, 2007; MILORO; MILLER; STONER, 2007, KREISNER et al.,
2010; KAN et al., 2013). O protocolo de LLLT desta pesquisa, baseou-se no artigo de Freddo
et al., 2012, com resultados satisfatorios para LLLT na fase de consolidacdo da distracédo
osteogénica.

A fim de analisarmos a qualidade do tecido 6sseo neoformado usamos como método
de avaliacdo as coloracdes de HE, Picrosirius e AgNor.

O método de HE foi capaz de demonstrar as areas de tecido 6sseo, assim como areas
de maior ou menor vascularizagdo. Na anélise qualitativa verificamos que o grupo estimulado
por campo magnético apresentou maior atividade proliferativa e maior neoformacao de vasos
sanguineos, constatados pelo presente estudo. Além disso, apresentou grande quantidade de
osteoblastos e fibras colagenas tanto dentro da matriz éssea como no tecido intersticial e areas
de osso trabecular, assim como ja descrito por Puricelli et al. (2006).

J& o grupo estimulado por LLLT apresentou a maior formacéo de tecido 6sseo entre 0s
trés grupos, grande vascularizacdo e formacao de fibras colagenas, resultado corroborado por
estudos como o de Lins et al. (2010).

Diante de um paradoxo relacionado ao fato de o grupo com campo magnético
apresentar maior proliferacdo celular, no entanto, a proporcdo de area de tecido 0sseo
neoformado foi inferior ao grupo controle e LLLT, pode-se pensar, antecipadamente, que ha
uma significativa diferenca entre os diferentes tempos de maturacdo das células ao longo do
tempo da distracdo. Segundo Junqueira e Carneiro (2008) para gque ocorra 0 processo de
reparo, células indiferenciadas precursoras de osteoblastos entram em plena atividade
proliferativa, porém, ainda ndo possuem maturidade suficiente para deposicdo de matriz
0ssea, sendo esta funcdo desenvolvida apenas pelos osteoblastos ja diferenciados. Seguindo a
I6gica, 0 grupo com campo magnético apresentaria maior formacdo de células
osteoprogenitoras enquanto que no grupo controle haveria maior quantidade de células
diferenciadas proporcionando maior deposicdo de tecido Osseo. Essa teoria devera ser
observada e analisada em um estudo com um n maior.

Inimeros trabalhos avaliam a qualidade do tecido 6sseo por microscopia Optica com

coloragdo de HE por se tratar de uma técnica que consegue definir bem as areas de tecido
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6sseo neoformado, assim como possiveis areas de tecido inflamatério, areas de vascularizagdo
(CERQUEIRA et al., 2007; KREISNER et al., 2010; KAN et al.,, 2013). Entretanto,
pouquissimos trabalhos demonstram a atividade proliferativa osteoblastica através da técnica
de AgNor em tecido 6sseo, ndo tendo sido encontrada em publicagcdes, em cirurgias de
distracdo osteogénica, apenas em situacbes de neoplasia maligna em tecido 6sseo ou
patologias 0sseas (PAPARELLA et al., 2007; FARINA et al., 2011).

Outro método avaliado, a coloracdo de Picrosirius € uma técnica bastante utilizada em
trabalhos de enxerto 6sseo pelo fato de as fibras coldgenas marcadas por essa coloracdo terem
funcdo semelhante as particulas dos enxertos no processo de osteogénese. Pretel, Lazarelli e
Ramalho (2007) relataram a anélise de Picrosirius em seu estudo associando LLLT a técnica
de distracdo osteogénica. Os autores observaram que esta coloracdo possibilita visualizar

areas de tecido 6sseo maduro com as fibras colagenas formando lamelas concéntricas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste estudo piloto foi averiguar as possibilidades de aplicacdo da
metodologia proposta, para se obter resultados consistentes dentro do projeto com amostra
significativa maior para fins de comparacao.

Portanto, os resultados deste estudo apenas sugerem tendéncias de quais grupos tem
maior ou menor capacidade de responder aos questionamentos levantados pelos autores,
servindo como guia e desvendando as melhores formas de construirmos nossa pesquisa.

Dentro do proposto, a metodologia em geral, suportou o desenvolvimento da pesquisa

e resultados promissores sdo esperados no decorrer deste projeto.
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