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RESUMO

OLIVEIRA, Fabricio Rocha de. Determinacdo da interferéncia da luz proveniente de led
odontologico em reparo 6sseo alveolar de ratos wistar. 2013. 49f. Dissertacdo (Mestrado
em Odontologia) — Universidade de Uberaba, Uberaba (MG), 2013.

O conhecimento de terapias pode levar ao alcance de avancos teoricos e procedimentais que
irdo tornar este processo mais rapido e permitir, por meio da modulagéo bioldgica, o alcance
dos objetivos clinicos, estéticos e funcionais, com maior qualidade e menor comprometimento
dos tecidos envolvidos. Este estudo prop0s avaliar o efeito da fototerapia — dispositivo LED,
sobre o processo de reparo em alveolos dentarios. Foram utilizados 24 ratos machos Wistar
com peso corporal aproximado de 200g. Ap6s exodontia, os animais foram distribuidos em 2
grupos: Grupo controle — animais foram somente submetidos a exodontia; Grupo
experimental — animais submetidos a exodontia acompanhada de sessdes de terapia de luz (5
joules/sessdo). Para realizar a analise os animais foram eutanasiados aos 04, 07, 14 e 21 dias
apos a exodontia. As maxilas foram extraidas e fixadas em formaldeido tamponado 10% (v/v)
por 48 horas, desmineralizadas em EDTA a 2 % (p/v) e incluidas em parafina. Os fragmentos
foram processados para analise histologica H.E. coloracdo para mastécitos. Ao avaliar a acdo
da fototerapia mediada por luz LED de £ 400 nm, com 5 Joules, por 20 segundos sobre o
reparo 0sseo alveolar em ratos wistar submetidos a exodontia do segundo molar. Para anélise
estatistica foi usado o programa Graphpad Prism 4.0. Os resultados foram inicialmente
organizados em uma planilha eletrénica e, em seguida procedeu-se a andlise estatistica. Em
todas as variaveis foram testadas a distribuicdo normal pelo Teste de kolmogorov Smimov e a
variancia pelo Teste de Bartlett's (homogeneidade). Quando as pressuposicGes de
normalidade e homogeneidade foram satisfeitas, utilizou-se para a comparagédo dos diferentes
grupos analise de variancia Anova, one way. Os dados encontrados ratificaram que a
aplicacdo de LED, ao menos neste estudo, ndo acelerou o reparo alveolar pos exodontia em
ratos e a formacdo Ossea, epitelial, de vasos sanguineos e a presenca dos mastocitos
continuaram praticamente nos mesmos niveis tanto no grupo controle, como no experimental.

Palavras-chave: Reparo 6sseo; Alvéolos dentais; Fototerapia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Fabricio Rocha de. Determination of the interference of light from LED
Dental on histomorphometric changes in alveolar bone repair in Wistar rats. 2013. 49f,
Dissertation (Master Dentistry) - University of Uberaba, Uberaba (MG), 2013.

Knowledge of therapies can lead to the achievement of procedural and theoretical advances
that will make this process faster and allows, through the biological modulation, achieve the
clinical objectives, aesthetic and functional, with higher quality and lower commitment of the
involved tissues. This study aimed to evaluate the effect of phototherapy - LED device, about
the repair process in the dental alveoli. We used 24 male Wistar rats weighing 200g. After
extraction, the animals were divided into 2 groups: control group - animals were only
subjected to extraction; experimental group - animals subjected to extraction accompanied by
light therapy sessions (5 joules / session). To perform the analysis, the animals were
euthanized at 04, 07, 14 and 21 days after extraction. The jaws were extracted and fixed in
10% buffered formaldehyde (v / v) for 48 hours, demineralized in EDTA, 2% (w / v) and
embedded in paraffin. The fragments were processed for histological HE staining for mast
cells. In assessing the action of phototherapy mediated LED light + 400 nm, with 5 Joules, for
20 seconds on alveolar bone healing in Wistar rats submitted to the second molar extraction.
Statistical analysis was performed using the program Graphpad Prism 4.0. The results were
initially organized in a spreadsheet and then proceeded to statistical analysis. In all variables
were tested for normal distribution test kolmogorov Smimov and variance by Bartlett's test
(homogeneity). When the assumptions of normality and homogeneity were met, it was used
for comparison of different groups using Anova, one way. The data found that the application
of ratified LED, at least in this study, did not accelerate the post extraction alveolar repair in
rats and bone formation, epithelial, blood vessels and the presence of mast cells remained
virtually the same levels in both the control group and the experimental .

Keywords: Bone repair; Dental Alveoli; Phototherapy.



3.1

3.1.1
3.12
3.1.3
3.1.4
3.15
3.2

321
3.2.2
3.2.3

SUMARIO

[N ERI0] 5160710 T 11
HIPOTESE ...ttt 12
REVISAO DE LITERATURA . ..ottt eeee e eees e 13
TECIDO OSSEO......ccuiiimiereieesnseesseesessssssssessesssssssssssssasssasssssssssesssssesesncs 13
IMIALFIZ OSSEa........veveceereceeseriieeesesieseesestese st ses s s es st ena st neeneesas 16
Histologia do TeCidO OSSEO........c..cucvueveeeririeieeiecieseieeee et 17
Histogénese do TeCId0 OSSEO...........cveueverureeeiceeeeieeee s seeee s 19
Modelamento e Remodelamento OSSEO............cco.vveveereeveceeseeesseessesieneesen, 19
Reparo Osseo Alveolar pos extracdo dental.............occvvceveeeeereeeseseesseseeens 20
FOTOTERAPIA . ...ttt e e e nnae e e 22
O LED terapéutico de baixa intensidade.............cccooviiiinininiinene e 23
Principios do Sistema Operacional LED...........c.ccccocciviiiiiiciieii e 23
A fototerapia e suas aplicagdes CliNICaAS..........ccceevveiieiieie e 26
OBUJETIVOS. ...ttt e e e e e e e nae e 31
OBJETIVO GERAWL.....oooe ettt 31
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coiviiiiiieieieisie s 31
MATERIAL E METODOS..........oiieiieeiieeeeeeesesiese s sessess s s, 32
RESULTADOS ...ttt sttt ane e 37
DISCUSSAO. ..ottt 41
CONCLUSAOQ........oiiiiiiiise ettt 44
REFERENCIAS. ..ottt 45



11

1 INTRODUCAO

Apesar de o tecido 6sseo ser capaz de cuidar do processo de remodelacdo e reparacdo
proprias, pode ser que ocorram injurias durante uma remocédo cirdrgica de um elemento
dentario, capazes de desencadear eventos que podem interferir no processo de reparo 0sseo.
Por isso, varias estratégias tém sido desenvolvidas com o objetivo de promover uma
aceleracdo no reparo 6sseo em ferimentos (BARONI, 2010).

Uma alternativa para promover a aceleragdo no reparo 0sseo alveolar dental é a
fototerapia, que vem sendo aplicada no tratamento de diferentes doencas, havendo um
estimavel esboco de evidéncias sobre a sua acdo regenerativa e anti-inflamatoria. Esses efeitos
terapéuticos podem ser esclarecidos pela capacidade que a energia luminosa tem de ser
envolvida pelos tecidos e instigar ou dificultar processos intracelulares (BARONI, 2010).

No caso deste estudo, averigua-se as contribui¢cbes do LED (Light Emitter Diode -
Diodo Emissor de Luz) para o reparo alveolar em casos de exodontia, pois conforme Corazza
(2005), a aplicabilidade do LED terapéutico em estudos experimentais e clinicos tem
corroborado eficacia fotobiomoduladora celular. Assim, estudos nesta area podem trazer
esclarecimentos e oferecer contribuicdes para a evolucdo de tratamentos, tornando minimo o
tempo de reparo em caso de injurias ou doengas que possam provocar o retardamento da
reparacao 6ssea.

Diferentes areas da salde esperam por esse progresso como Medicina, Odontologia,
Medicina Veterinaria, Fisioterapia, dentre outras. Na realidade, o dispositivo LED vem
suscitando debates em diferentes disciplinas, em razdo de o seu objetivo consistir em
contribuir para o tratamento de diferentes enfermidades, podendo a sua atuacdo ocorrer por

meio de uma harmonizagéo entre luz e tecidos (FERREIRA, 2010).
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2 HIPOTESE

A hipdtese deste estudo é que a aplicacdo do LED - Diodo Emissor de Luz pode

acelerar o processo de reparacdo dssea pds exodontia.



13

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TECIDO OSSEO

O tecido 0sseo € o principal constituinte do esqueleto, os seus objetivos sdo apoiar 0s
tecidos moles; proteger os 6rgdos vitais, como 0s contidos nas caixas craniana e toracica e no
canal raquidiano; abrigar e proteger a medula Ossea, formadora das células do sangue;
proporcionar apoio aos musculos esqueléticos, tornando as suas compressdes em movimentos
favoraveis e formar um sistema de alavancas que expande as forgas originadas na contragdo
muscular. Além dessas funcdes, os o0ssos funcionam como depoésito de célcio, fosfato e
outros ions, podendo de modo controlado armazena-los ou libera-los, a fim de manter a
concentracdo desses relevantes ions nos liquidos do corpo. Podem promover ainda a absor¢éo
de toxinas e metais pesados, minimizando os seus efeitos adversos em outros tecidos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Por se tratar de um tecido especializado em sustentacdo de forcas e tensdes que lhe séo
transportadas pelos masculos esqueléticos, “o osso € um dos tecidos mais resistentes e duros
do organismo humano. Para além das fun¢Bes de suporte, protecdo e locomocao, 0 0SSO
também é um reservatorio importante de minerais, com um papel ativo na regulacdo do
equilibrio organico” (AFONSO, 1998, p. 21).

Os 0ssos sdo substancias vivas permeadas de vasos sanguineos, vasos linfaticos e
nervos, eles crescem, sujeitam-se a diferentes enfermidades e quando fraturados cicatrizam-
se. Tornam-se fracos e delgados pelo desuso e hipertrofiarem-se ao sustentar um peso elevado
(ISOLA; MORAES, 2012)

O tecido dsseo apresenta uma composicdo variada de estruturas, que exerce diferentes
funcdes bioldgicas, mecanicas e quimicas que podem ser subdivididas em:

1. Macroestrutura: 0sso cortical e trabecular.

2. Microestrutura (de 10 a 500 pm): sistemas Haversianos.

3. Sub-microestrutura (de 1 a 10 um): a lamela 0ssea.

4. Nanoestrutura (de 100 nm a 1 um): fibras colagenas e minerais incrustados.

5.Subnanoestrutura (menos de 100 nm): estrutura molecular dos elementos constituintes
0sseos, tais como colageno, minerais e proteinas organicas ndo-colagenosas (Figura 1)
(MACHADO, 2011).
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Figura 1 - Organizacéo estrutural do 0sso.
Fonte: Machado (2011, p.15)

O osso se compde de uma matriz organica que é avigorada por meio de um depdsito
de sais de célcio. O colageno estabelece cerca de 95% da matriz orgénica; os demais 5% se
compdem de proteoglicanas e inimeras proteinas ndo-colagenas. Os sais cristalinos atidos na
matriz organica sob influéncia celular sdo essencialmente o fosfato e o calcio no formato de
hidroxiapatita (MACHADO, 2011). Assim, pode-se dizer que 0 0ss0 € um misto de matriz
organica e mineral inorgénico (DESTERRO, 2012).

Cabe lembrar que o coladgeno é uma proteina que pode se constituir como fibras. O
objetivo do colageno é fornecer a matriz flexibilidade, resisténcia a tracdo e lugar para o
abrigo de cristais minerais. O componente organico que ndo € composto por colageno exerce
muito mais influéncia na atividade celular do que na questdo estrutural (MERCURI, 2009,
p.26)

Macroscopicamente, constata-se dois tipos fundamentais de tecido 6sseo: 0 0SSO
cortical ou compacto e o osso trabeculado ou esponjoso. (Figura 2). O o0sso cortical ou
compacto refere-se a um tecido mais denso, por essa razao, apresenta menor vascularizagdo
que o tecido esponjoso e possui a sua vascularizagdo procedente do sistema nutriente medular
e do periosteo sobreposto. O 0sso esponjoso € menos denso, apresenta mais espacos
medulares ou lacunas, no mesmo encontra-se seis células mesenquimais indiferenciadas
providas de potencialidade hematopoiética e medula dssea que forma as células do sangue. “O
tecido 0sseo sofre uma remodelagcdo constante quanto a sua composicédo, forma e tamanho
durante toda a vida do individuo” (SILVA, 2011, p.14).

Na figura 3, pode-se observar que aparecem trés tipos de tecido désseo lamelar: os

sistemas de Havers e as lamelas circunferenciais externas e as internas. O sistema de Havers
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desenhado em trés dimensdes, no alto e a esquerda, demonstra a diregdo das fibras colagenas
nas lamelas. O sistema de Havers proeminente, a esquerda, demonstra a orientacdo das fibras
colagenas em cada lamela. A direita observa-se um sistema de Havers isolado, demonstrando
um capilar sanguineo central (existem ainda nervos, que nao foram apresentados no desenho)
e muitos ostedcitos com seus prolongamentos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008, p. 138).

®
] . \ i ¥
Py 1 . esponjoso

1438150008
L { &Y

Figura 2 - Corte grosso de um 0sso seco, ilustrando 0 0sso cortical compacto e 0 0SS0 espon;joso.
Fonte: Junqueira; Carneiro (2008, p. 139).
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das fibras —_[f 708
colagenas

Lamelas circunferenciais

Lamelas externas

circunferenciais
internas

Canal de
Volkmann sanguineo

Canal de Havers

Figura 3 - Esquema de parede da diafise dos ossos longos.
Fonte: Junqueira; Carneiro (2008, p. 138).
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3.1.1 Matriz Ossea

A matriz 6ssea é formada por agua, minerais cristalizados e proteinas fibrilares. Do
ponto de vista bioquimico, 0 0sso se constitui por meio de uma mistura composta de duas
fases: a organica e inorgénica (BITTENCOURT, 2008).

A fase orgénica representa cerca de 50% do peso da matriz dssea, sendo nomeada
matriz ostedide ou matriz extracelular, ela € formado por fibras coldgenas 95% constituidas
por colageno do tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas (osteocalcina, osteopontina e
sialoproteina). O processo de calcificagcdo acontece apenas mediante as fibras colagenas, os
sais minerais cristalizam-se no espaco microscopico entre as fibras de colageno, quando este
espaco se encontra devidamente preenchido, os cristais minerais se aglomeram em torno das
fibras de colageno, essa mistura de sais cristalizados e fibras de colageno proporciona a
dureza do osso (BITTENCOURT, 2008).

Outros tecidos ricos em colageno tipo I, no entanto, que ndo contém glicoproteinas, na
maioria das vezes, ndo se calcificam. Em razdo de sua riqueza em fibras colagenas, a matriz
Ossea descalcificada cora-se por causa dos corantes seletivos do coldgeno. Apds a remocao
do célcio, os 0ssos mantém em sua forma intacta, portanto tornam-se tdo flexiveis quanto os
tenddes. “A destrui¢do da parte organica, que é principalmente coladgeno, pode ser feita por
incineracdo, e também deixa 0 0sso com a sua forma intacta, porém tdo quebradico que
dificilmente pode ser manipulado sem quebrar” (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008, p. 137 e
139).

A parte inorgénica representa os outros 50% do peso da matriz dssea. Os ions mais
encontrados sdo o fosfato e o célcio. Existem ainda bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e
citrato em quantidades pequenas. O célcio e o fosforo constituem cristais que estudos de
difracdo de raios X evidenciaram ter a estrutura da hidroxiapatita, com a seguinte
composicdo: Ca'® (PO%°® (OH)?. Os fons da superficie do cristal de hidroxiapatita sdo
hidratados, havendo, assim, uma camada de agua e ions em volta do cristal. Essa camada é
chamada de capa de hidratacdo. A capa de hidratacdo promove a troca de ions entre o cristal e
o liquido intersticial. Os cristais de matriz 6ssea demonstram imperfeicbes e ndo sdo
precisamente similares a hidroxiapatita, encontrada nos minerais das rochas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

Em outras palavras, pode-se dizer ainda que a matriz 6ssea, antes da mineralizacao, é
especialmente um conjugado de fibras colagenas embebidas em substancia fundamental, que

se trata de um gel de &gua viscido e complexos de glicoproteina/proteina. A substancia
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fundamental também apresenta inimeros fatores organicos (citocinas, fatores de crescimento)
que contribuem para manter o controle ativagdo celular, amadurecimento da matriz e
mineralizacdo. No decorrer da mineralizacdo cristais de hidroxiapatita (HA) séo
condicionados densamente em uma série coordenada, conforme a direcéo das fibras colagenas
(DESTERRO, 2012).

3.1.2 Histologia do Tecido Osseo

Para Judas et al. (2012), sob o ponto de vista celular, o tecido ésseo é formado
somente por duas séries celulares. As populacdes de células assumem diferentes formatos e
qualificacdes, baseado em sua diferente morfologia, localizacdo e atividade em relacdo a
matriz calcificada. Tais células podem ser reunidas em duas linhas diferentes, ou seja, células
da série osteoblastica, que sdo responsaveis pelo processo de constituicdo da matriz 6ssea e
celulas da série osteoclastica, relacionadas com a sua reabsorcao.

Conforme Bittencourt (2008), existem quatro células que fundamentalmente formam o
tecido dsseo, quais sejam:

« Células Osteogénicas (- genic = que produz): também conhecidas como células
osteoprogenitoras ou células tronco ndo especializadas procedentes do mesénquima.
Encontram-se localizadas na camada interna do peridsteo e no enddsteo (BITTENCOURT,
2008).

O periosteo € composto de duas camadas, uma interior e uma exterior. A primeira
camada é constituida por um tecido conjuntivo denso com distribuigdo irregular e é altamente
vascularizado. Possui tenddes e tecidos circundantes inseridos e alguns componentes celulares
fibroblastos. Na segunda camada ficam as células osteoprogenitoras. Para fixar o periosteo ao
0sso existem alguns feixes e fibras colagenas chamadas fibras de Sharpey (MARTINEZ,
1998).

Ja, 0 endodsteo trata-se de uma fina camada de tecido conectivo e € a maior parte da
célula, sdo constituidos por células hematopoiéticas e osteogénicas e suas cavidades sao muito
vascularizadas (MARTINEZ, 1998).

Conforme Bittencourt (2008), o periosteo e o0 enddsteo sdo as unicas células do tecido
0sseo que passam pelo processo de divisao celular, dando origem aos osteoblastos. No adulto,
elas entram em atividade para reparar lesdes.

. Osteoblastos (- blastos = brotamento): Os osteoblastos se envolvem com a matriz
Ossea para dar procedéncia aos ostedcitos (BITTENCOURT, 2008).
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Um osteoblasto é capaz de produzir 0,17 mm?® de matriz 6ssea em um dia, sendo
responsaveis assim pela ossificacido (MARTINEZ, 1998).

« Ostedcitos (- cito = célula): sdo os proprios osteoblastos, mas trata-se de células
maduras “aprisionadas” na matriz 6ssea, no entanto, elas ndo conseguem secretar ativamente
elementos da matriz. Estas celulas sustentam as atividades celulares cotidianas do tecido
6sseo, como por exemplo, trocas de nutrientes e metabdlitos com o sangue.

« Osteoclastos (- clast = quebrar): células responsaveis pela reabsorcdo dssea. Liberam
enzimas lisossdmicas acidas que contrariam os elementos protéticos e minerais do tecido
0sseo. Essa destruicdo da matriz faz parte do desenvolvimento, crescimento, manutencao e

reparo naturais dos 0ssos.

|
Osteoclasto Mesénquima Matriz.neoformadd
Osteoblasto Ostedcito Matriz éssea (ostedide) |

Figura 4 - Esquema da ossificagdo intramembranosa o0s osteoblastos gerados nas células do

mesénquima sintetizam a matriz organica (especialmente colageno I) que comp&e uma faixa (osteoide).
Fonte: Junqueira; Carneiro (2008, p. 138).

Ressalta-se ainda que por ser um tecido vivo 0 0SS0 se renova constantemente durante
toda a vida do individuo. Essa renovacdo é atribuida as células ésseas responsaveis pela
atividade de desenvolvimento e de reabsor¢do do tecido dsseo. “Esse sistema de “construcéo e
destruicdo” ¢ denominado remodelacdo 6ssea. Em geral, hd um excelente equilibrio entre a
reabsorcdo Ossea por osteoclastos e a subsequente restauracdo do osso por osteoblastos”

(SZELIGA, 2007, p. 15).
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3.1.3 Histogénese do Tecido Osseo

O tecido 0sseo pode ser constituido por meio da ossificagdo intramenbranosa ou
endocondral. Depois que comeca a ossificacdo, inicia-se também a reabsor¢do, deste modo,
durante o crescimento dos 0ssos observa-se, lado a lado, areas inerentes ao tecido 0sseo
primario, de reabsorcdo e de tecido ésseo secundario. Em realidade, a ossificacdo
intramembranosa origina-se do interior das membranas de espécie conjuntiva. Trata-se do
processo de formacgdo dos ossos parietal, frontal, e de partes do occipital, temporal e dos
maxilares superior e inferior. E a ossificagdo endocondral tem sua ascendéncia sobre um
componente de cartilagem hialina, que assemelha-se a do 0sso que se vai compor, mas, de
tamanho menor, sendo responsavel pela ossificacdo de 0ssos curtos e longos. Essas células
vao-se caracterizar em osteoblastos que irdo depositar matrizes 0sseas sobre 0s restos de
cartilagem calcificada (GUIMARAES FILHO, 2001)

Apbds a fase de crescimento, 0s 0ssos de uma pessoa adulta, saudavel, formam uma
estrutura lamelar definida, que afianca ao 0sso a resisténcia mecanica que o distingue. Mas,
em circunstancias que estabelecam uma formacdo de osso novo répida, nota-se, outra vez, o
surgimento de &reas de tecido imaturo, assim como ocorre na reparacao de uma fratura éssea.
Como decorréncia, nunca se constata o surgimento de tecido 6sseo lamelar como matriz 6ssea
inicial (JUDAS, et al. 2012).

3.1.4 Modelamento e Remodelamento Osseo

A remodelacao 6ssea permite a substituicdo de 0sso antigo por um novo tecido 0sseo,
podendo assegurar ainda a substituicdo de um 0sso primario, por um 0sso secundario. Esse
processo se sujeita as forcas a que 0 0sso esta subordinado no decorrer das fungfes normais.
O surgimento e a direcdo das trabéculas 6sseas tornam-se condicionados pela intensidade,
duracéo e orientacdo das forcas e a que o tecido se submete durante as suas funcgdes de suporte
(AFONSO, 1998).

Os 0ssos sdo composicdes plasticas extremamente ativas que, no decorrer de toda a
vida do organismo, encontram-se em constante remodelacéo. A remodelacdo dssea incide em
um processo de substituicdo ou reconstrucdo, de extensfes de tecido 6sseo, de maneira a
resguardar a sua inteireza, otimizar a sua fungdo e acautelar a sua deterioragéo. Para que
ocorra esse processo, a substituicdo 0ssea comega por uma etapa de reabsorcdo osteoclastica

e, logo apods, por uma fase de formagdo osteoblastica. Compete lembrar que, “[...] os



20

osteoclastos sdo as células com maior responsabilidade na dindmica dos processos de
remodelacdo 6ssea” (JUDAS et al. 2012, p.20).

Em outra perspectiva, pode-se dizer que o modelamento 6sseo refere-se a qualquer
alteracdo no formato ou na dimensao do 0sso. Esse modelamento pode acontecer por meio de
dois processos: 0 processo anabolico no qual h&d uma sobreposicdo de 0sso sobre a superficie;
ou o processo catabolico no qual hd uma reabsorcéo da superficie. Em razdo de esses dois
processos ocorrem separadamente e sobre diferentes niveis, 0 modelamento 6sseo pode ser
compreendido como um fenémeno de superficie especifica que acontece no decorrer do
crescimento, como parte integrante do processo de cicatrizagdo (durante a firmagdo de um
implante enddsseo, por exemplo) e na resposta a carga 6ssea (GUIMARAES FILHO, 2001).

Em outras palavras, pode-se dizer que o tecido 6sseo, em diferentes momentos, precisa
mudar o seu formato ou a sua composi¢cdo. Seja para Ser um 0SSO esponjoso, tornar-se
compacto ou para se amoldar a inusitadas ocorréncias fisioldgicas ou patoldgicas. O
desenvolvimento e a homeostase do sistema esquelético sujeita-se a uma remodelacdo 6ssea
contrabalancada, isto é, deve haver uma dindmica equilibrada entre a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos. As células pertinentes ao tecido 6sseo estdo sob a acdo de
diversos fatores locais e sistémicos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006).

3.1.5 Reparo Osseo Alveolar Pés Extragdo Dental

Preservar o rebordo alveolar depois de realizar a exodontia prossegue sendo um
desafio e uma preocupacdo constante para a odontologia, sobretudo quando tém perdas
grandes capazes de comprometer a reabilitacdo futura por meio de implantes osteointegraveis
Mesmo nos casos em que se busca exercer uma exodontia atraumatica, objetivando o menor
detrimento possivel ao tecido 6sseo, a propria condicdo anatbmica do dente extraido, pode
beneficiar extensas reabsorcdes do rebordo alveolar (SALOMAO; SIQUEIRA, 2010).

Mesmo que os procedimentos cirargicos sejam realizados de modo a atender os
principios técnicos, os defeitos grandes precisam de enxertos 6sseos com diferentes técnicas
cirdrgicas, por vezes, complexas, especialmente nos métodos com enxertos autdgenos,
realidade que tende a aumentar sobremodo a morbidade dessas cirurgias. Traumatismo
alveolar, fraturas dentarias, infeccOes periapicais cronicas, doenca periodontal, ou
complicagdo cirurgica trans ou pds-operatérias sdéo modelos de circunstancias que podem
acarretar defeitos Osseos alveolares em diferentes niveis de expansdo e enredamento. “A

prevencdo da reabsorcdo inicia com a manutencdo do coagulo dentro do alvéolo Gsseo
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remanescente, pois este tem rico suprimento de fatores envolvidos na cicatrizagdo”
(SALOMAO; SIQUEIRA, 2010, p. 27).

A resposta natural de cicatrizacdo do 0sso é um evento ativo no qual as células e os
seus metabolitos se interagem para reformar o tecido danificado. Diferentes tipos de células
estdo submergidos neste processo fisiologico de reparagdo, abrangendo, os leucocitos
polimorfonucleares, os macrofagos e outras células do sistema imunitario. Por se tratar de um
tecido vivo, o tecido 6sseo busca responder as agressdes com 0 mesmo tipo de resposta do
tecido e celular que os outros tecidos organicos, ou seja, cicatrizacdo, inflamacao ou reacao de
corpo estranho. Para responder a alguma agresséo, ocorre um conjunto de fendmenos que
induzem a reparacdo dos estragos e a cicatrizacdo do tecido. A resposta regenerativa do
organismo, no lugar do trauma cirdargico, submerge a caracterizacdo e regulacdo dos tecidos
esquelética e conjuntiva. Este processo reparador apresenta muito dos mecanismos que se
notam durante o desenvolvimento 6sseo e a morfogénese (AFONSO, 1998).

O reparo Osseo alveolar diz respeito “a um conjunto de reagdes teciduais que sdo
desencadeadas dentro do alvéolo imediatamente apoOs a extracdo dental, com o objetivo de
preencher este alvéolo com tecido 6sseo” (BERGOLI, 2009, p.34). Entretanto, determinadas
caracteristicas locais e até sistémicas podem exercer influéncia neste processo, assim como:
nivel de provisdo sanguinea, natureza de tecido lesado, compleicdo de bactérias e tipo da
ferida, curetagem, irrigacdo exagerada do alvéolo, etc. Em realidade, o reparo alveolar
convenciona trés episédios: hemostasia, em razdo do corte de vasos; inflamacéo, em resposta
a uma lesdo; e, o reparo propriamente dito, no qual deve acontecer o reposicionamento dos
tecidos seja por regeneragéo ou cicatrizacao.

O processo de reparo em feridas de extracdo dental ou processo de reparo alveolar
poOs-extracdo, apresenta a mesma subsequéncia das respostas funcionais que acontecem nas
demais partes do organismo humano, evidenciando, no entanto, algumas caracteristicas locais.
O reparo alveolar em seres humanos, em condi¢Bes normais, inicia-se imediatamente ap6s a
extracdo, contemporizando-se por um periodo varidvel. Fundamentalmente, a reparacdo da
ferida cirurgica procedente da extracdo dental, se sujeita a reparacdo da fibromucosa gengival
danificada no ato da extracdo e da reparacdo do alvéolo dental. Microscopicamente, o reparo
alveolar em seres humanos baseado em observacdes puramente morfoldgicas, apresenta a

cronologia do reparo alveolar, exposta no Quadro 2 (MARZOLA et al. 2009).
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Quadro 2 - Reparagéo do alvéolo dental no homem

FASES FUNDAMENTAIS CRONOLOGIA
Formacéo do coégulo sanguineo no mesmo dia
Evidéncia de proliferacdo tecidual ao nivel gengival 4 dias
Substituicao do coagulo por tecido de granulagao 7 dias
Substituicdo do tecido de granulacdo por tecido conjuntivo 20 dias
Fusdo epitelial até o espessamento da fibromucosa 24 a 35 dias
Preenchimento de 2/3 alveolares por trabéculas 6sseas (0sso imaturo) 40 dias
Preenchimento total do alvéolo por trabéculas ésseas (0sso maduro) 64 dias

Fonte: Marzola et al. (2009, p. 1025)

Baseado no quadro 2, pode-se constatar que na evolugdo da reparagdo gengival
considera-se trés etapas essenciais: “1. proliferago tecidual; 2. unido da fibromucosa gengival
ou oclusdo da ferida cirurgica e, 3. espessamento da fibromucosa gengival.” Na evolugdo
intra-Ossea da reparacdo do alvéolo dental leva-se em conta quatro etapas essenciais: “I.
proliferagdo celular; 2. desenvolvimento do tecido conjuntivo; 3. maturagcdo do tecido
conjuntivo e, 4. diferenciagio dssea ou mineralizagdo” (MARZOLA et al. 2009, 1025).

Morfologicamente, os episddios que acontecem no interior de um alvéolo dental foram
apresentados por Okamoto e Russo (1973 apud BERGOLI, 2009) e Carvalho e Okamoto
(1987 apud BERGOLLI, 2009) depois de examinarem o processo em alvéolo de incisivos de
ratos. Tais episodios podem ser analisados em quatro etapas: proliferacdo, desenvolvimento
do tecido conjuntivo, maturacdo do tecido e diferenciacdo dssea ou etapa de mineralizagéo.
Passadas 24 horas depois da realizacdo da exodontia dental, o alvéolo ja esta completamente
complementado por um coéagulo de sangue. Decorridos sete dias, um significativo percentual
de osteoblastos pode ser localizado adjacente as trabéculas 6sseas, diferenciando absorvente
neoformacdo 6ssea, sobretudo junto as paredes dos alvéolos, no 16° dia, o alvéolo se mostrou
basicamente preenchido por meio de trabéculas dsseas. Aur Junior et al. (2005 apud
BERGOLI, 2009) fizeram uma andlise histologica descritiva em alvéolos de incisivos
superiores de ratos e puderam observar que sete dias depois de realizada a extracdo dentaria ja

existia regeneracgéo epitelial e o reparo do tecido conjuntivo apresentava-se em fase.

3.2 FOTOTERAPIA

O termo Fototerapia € usado para descrever de maneira mais abarcante as

interferéncias que envolvem a energia procedente de fontes luminosas monocromaticas com
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finalidades terapéuticas. A fonte de luz monocromatica mais remota, mais aproveitada em
estudos cientificos e mais disseminada na pratica clinica € manifesta mundialmente pelo
acrénimo LASER, do inglés light amplification by stimulated emission of radiation. Mas,
outras fontes luminosas como LED (light emitting diode), SLD (superluminous diode) e PL
(polarized light) tém sido desenvolvidas e suas caracteristicas terapéuticas avaliadas,
principalmente depois da década de 1990 (BARONI, 2010).

3.2.1 O LED terapéutico de baixa intensidade

Desde o aparecimento do diodo, na década de 1970, a emisséo de luz vem recebendo
ascensdes na aplicabilidade em diferentes disciplinas. A expressdo "LED™ - Light Emitter
Diode (Diodo Emissor de Luz) que, como a propria denominacdo pronuncia € um diodo
fundamentado em conexdes p-n (p - positivo; n - negativo) que, ao ser energizado passa a
emitir luz. O método de emissdo de luz pelo aproveitamento de uma fonte elétrica de energia
é nomeado "eletroluminescéncia”. Comumente, 0os LED's sdo aproveitados para substituir as
lampadas de sinalizacdo ou lampadas auxiliares nos painéis de diferentes aparelhos
(CORAZZA, 2005).

Nos ultimos dez anos, a aplicabilidade do LED terapéutico em estudos experimentais e
clinicos tem demonstrado eficiéncia fotobiomoduladora celular andloga ao LLLT (Low Level
Laser Therapy - laser de baixa poténcia). Perante as evidéncias confirmadas pela NASA na
aplicacdo de LED, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou testes clinicos da
aplicacdo de LED’s na cicatrizacdo de feridas em humanos, devido ao insignificante risco de
lesGes na pele (CORAZZA, 2005).

3.2.2 Principios do sistema operacional LED

Diodos emissores de luz (LED's) “sdao uma fonte geral de luz continuo, com uma
eficiéncia de luminescéncia elevado, e baseiam-se nas propriedades gerais de um diodo
semicondutor simples elemento duplo-revestido de uma cupula transparente que funciona
como uma lente” (ROBERT; MICHAEL, 2006, p. 1).

Araujo (2013) explica que um LED é formado por uma conexdo PN de material
semicondutor e por dois terminais, o0 Anodo (A) e o Catodo (K). Assim, a cor da luz emitida

pelo LED se sujeita ao material semicondutor que o institui.
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Figura 5 - Simbolo LED. Figura 6 - Identificacdo visual dos terminais
Fonte: Arauio (2013, p. 1). Fonte: Aradjo (2013, p. 1).

Araljo (2013) explica que ao aplicar uma tensdo que polariza diretamente o LED
sucede que muitos elétrons ndo tém a energia satisfatoria para cruzarem da banda de valéncia
para a banda de conducdo, permanecendo na zona interditada ou proibida. Como ndo podem
continuar nessa zona, 0S mesmos regressam a banda de valéncia, mas para tanto é preciso

perder energia e isso acontece com a emissao de luz.

ESQUEMA  LED POLARIZADO
RESISTEMCI4 — DIRETAMENTE

RESISTENCIA {R)

— “O LED esta diretamente polarizado, e emite luz,
CORREMTE quando o anodo estd positivo em relacdo ao
|+ catodo” (ARAUJO, 2013, p. 4).

T

BATERIA LED
= e

CORRENTE

TENSAD
" LED POLARIZADO
RESISTENCIA (R) RESISTENCI  IMVERSAMENTE
1
“O LED esta inversamente polarizado, e ndo
g emite luz, quando o a&nodo estd negativo em
e A .
= BATERIA  LED o relagio ao catodo” (ARAUJO, 2013, p. 4).

TENSAD

Figura 7 - Esquema: LED polarizado diretamente e inversamente.
Fonte: Aradjo (2013, p. 1).



4 Energia

- -

Electr&o

Banda de conducgao

‘{::\%.‘;]Z Banda proibida

Banda de valé&ncia

Figura 8 - Principio de funcionamento do LED.

Fonte: Aradjo (2013, p. 5).

A corrente direta (IF) deve estar submergida entre 10 e 100 mA.
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LED vermelho Material semicondutor que o constitui: V=16V
Fosfoarsenieto de galio Vg=3V
LED verde Material semicondutor que o constitui: Ve=24V
LED amarelo Fosforeto de gélio Vg=3V
Material semicondutor que o constitui: Ve=135V
LED infra vermelho Arsenieto de galio Vg=4V

Vi — Tensdo maxima de polarizacdo direta. Vg — Tensdo maxima de polarizagdo inversa.

Figura 9 - Tipos de LED
Fonte: Aratjo (2013, p. 6).

Por outro lado, Araujo (2013) esclarece que a resisténcia a ser ligada em série com o

LED tem como papel restringir a corrente no LED. Exemplo: Calcula-se o valor da resisténcia

limitadora (R1) tendo conhecimento de que a tensdo a ser aproveitada ao circuito (Vcc) € de 6

Volt, e ambiciona-se que a tensdo direta aplicada ao LED seja de 2 Volts para uma corrente
direta de 10 mA. R= (Vcc- VE) /I - R=(6-2)/10x10-3 - R=4009.
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Figura 10 - Célculo da resisténcia a ser
ligada em série com o LED.
Fonte: Aradjo (2013, p. 7).
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Figura 11 - Curva caracteristica.
Fonte: Aradjo (2013, p. 8).




26

A curva demonstra a corrente direta devido a tensdo direta. Nota-se nesta curva que,
enquanto ndo se alcanga certo valor da tensdo direta, ndo comeca a circulagdo de corrente, e
que, suplantando o cotovelo da curva a corrente direta aumenta ligeiramente o valor ao
acrescentar rapidamente a tensdo direta. Mas, “ao aumentar a corrente direta a intensidade

luminosa do LED também aumenta” (ARAUJO, 2013, p. 4).

Emisao de Luz

Diodo
J Contensor Plastico
& Transparente

./
Terminais

Figura 12 - Diodo Emissor de Luz
Fonte: Corazza (2005, p. 32)

De acordo com o estudo de Corazza (2005), a luz emitida pelo LED ¢é ausente de
coeréncia e colimacdo. A coeréncia da luz deve ser abalizada mediante dois fatores: seu
efeito fisico e o intercdmbio desta luz com os tecidos ou moléculas. Sob condicdes
fisioldgicas o absorvimento da luz de baixa intensidade pelo sistema bioldgico é de carater
genuinamente nao coerente, em razao da taxa de excitacdo da decomposicdo da coeréncia em
estados de supina dimensdo em afinidade a taxa de fotoexcitacdo. O periodo de decomposicao
da coeréncia de fotoexcitacdo define o intercambio com moléculas proximas, sobre condi¢fes
menores do que 10-12 segundos. O tempo médio de excitacdo se sujeita a intensidade da luz,
sendo que em 1 mW/cm? o tempo aproxima-se de 1 segundo. Por outro lado, determinados
estudos asseguram que a coeréncia é de constitucional acuidade para a promoc¢édo dos efeitos

terapéuticos propiciados pela luz.

3.2.3 A fototerapia e suas aplicacdes clinicas

Conforme Almeida et al. (2011), os LED's s&o dispositivos mais acessiveis

financeiramente e apresentam maior durabilidade em relagdo aos lasers. A terapia LED ¢é
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responsavel por efeitos similares aos alcancado por meio da terapia laser adjacente a 630 nm.
O estudo dos autores em questdo objetivou a analise densitométrica do tecido 6sseo depois da
lesdo em ratos diabéticos com e sem terapia LED. Eles puderam concluir que o LED pode
otimizar o processo inicial de reparo 6sseo em ratos diabéticos, expressivamente maior na
area de lesdo (=30%), distinguindo expectativas de diminui¢do de tempo na osseointegragcao
em diabéticos.

Diamantino et al., (2011) entendem que a fototerapia tem a capacidade de promover a
modulacdo o metabolismo celular do tecido 6sseo e, por conseguinte, de acelerar a reparacao.
O objetivo do estudo desses autores consistiu em avaliar o efeito da terapia de reparacdo de
defeitos 6sseos no fémur monocorticais de 30 ratos wistar machos. Para a anélise sobre a
reparacio Ossea, avaliag@es qualitativas e quantitativas de Ca™ e PO, foram realizadas por
micro fluorescéncia de raios X espectroscopia (WXRF) e a estrutura morfologica foi feita por
meio de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Os resultados demonstraram a eficacia
da terapia de LED infravermelho, porque a quantidade de componentes minerais analisados
por uXRF e as caracteristicas morfoldgicas de osso cortical e trabecular. Assim, a reparagéo
Ossea foi aumentada nos grupos irradiados em comparacdo com 0s seus grupos de controle
correspondentes em todas as fases (DIAMANTINO et. al., 2011).

O estudo de Casalechi et al. (2009), trinta ratos wistar (350 + / - 20 g) foram
submetidos a tenotomia total de tenddo de Aquiles do membro posterior direito. Os ratos
foram submetidos a uma dose diaria de 20 J / cm (2) de diodo emissor de luz (LED) (640 +/ -
20 nm) a terapia. O diodo emissor de luz foi aplicado pontualmente e transcutaneamente a
regido lesionada. Os animais foram separados em seis grupos, C1 e D1, C2e L2, L3 e C3. Os
grupos C foram usados para controle e os grupos L, trataram-se durante 7, 14 e 21 dias
consecutivos, respectivamente. Os animais foram sacrificados nos dias 7, 14 e 21 ap6s a
cirurgia. Depois, os tenddes foram extraidos e dissecados, fixados em formaldeido a 10%, e
conduzidos para analise histolégica por microscopia de luz, em que o processo de reparacao
foi analisado. Este estudo demonstrou que o LED interferiu no processo de reparacdo do
tecido do tenddo, reduzindo o nimero de fibroblastos nos periodos iniciais e melhorou a
qualidade do reparo em todos os periodos estudados.

Para Dall-Agnol et al. (2009), os beneficios ja conhecidos produzidos pela interacéo
de luz coerente (laser) com tecidos biologicos determinam a sua utilizagdo como adjuvante no
tratamento de varias complicacGes associadas a diabetes. Portanto, a luz ndo coerente, tal
como a emitida por diodos emissores de luz (LED's), torna-se uma alternativa promissora,

devido ao seu baixo custo e facilidade de manuseio nestas aplicaces. As luzes coerentes e
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ndo coerentes produziram efeitos semelhantes, durante um periodo de 168 horas, ap6s as
lesbes. Para 0 grupo de compostos de animais diabéticos, 72 horas apés a criacdo da lesdo,
observou-se que a terapia com LED's foi mais eficiente do que com o laser na reducdo dos
didmetros das feridas.

Harry et al. (2003) realizaram um estudo que teve como objetivo avaliar a eficicia da
terapia de luz para a cicatrizagéo de feridas. Foram utilizados diodos emissores de luz (LED),
originalmente desenvolvidos para experimentos de plantas de crescimento da NASA no
espaco, cuja finalidade é penetrar luz profundamente nos tecidos do corpo para promover a
cicatrizacdo de feridas e crescimento de tecido humano. Os autores em questdo apresentaram
os efeitos do tratamento LED em feridas em um modelo de camundongo geneticamente
diabéticos. O polivinil acetal (PVA) foram implantadas subcutaneamente no dorso de ratinhos
+ / BKS.Cg-m + Leprdb. O tratamento com LED foi administrado uma vez por dia. Os
autores concluem que o uso da NASA de diodos emissores de luz (LED) como terapia de luz
pode melhorar muito o processo natural de cicatrizacao de feridas.

Conforme Myakishev-Rempel et al. (2012), realizaram um estudo que teve como
objetivo investigar a eficacia do baixo nivel de luz para terapia de crescimento tumoral (LBI).
Métodos: Foram utilizados ratos com cancer de pele, para estudar os efeitos da LLLT (Low
Level Laser Therapy - laser de baixa poténcia) no crescimento do tumor. O grupo de luz
vermelha (n = 8) recebeu LLLT 670nm duas vezes por dia a 5 J/cm2 utilizando uma fonte de
LED. O controle do grupo (n = 8) foi tratado da mesma forma, mas ndo receberam LLLT.
Medicdes em 330 tumores foram feitas em 37 dias consecutivos, enquanto 0s animais
receberam diariamente LLLT. Como resultados os autores observaram nas medidas tumorais
que ndo houve nenhum efeito mensuravel sobre o crescimento tumoral ao utilizar o LBI
(Laser em baixa intensidade). Puderam entdo concluir que o experimento sugere que estes
parametros podem ser seguros mesmo quando as lesdes malignas estdo presentes. Mais
estudos sobre os efeitos da fotoirradiacdo em neoplasias sdo garantidos.

Kwon et al. (2012), realizaram um estudo com o0 objetivo de avaliar as alterages,
seguranga, eficacia e histologica da Fototerapia LED combinando as luzes azuis e vermelhas
para acne vulgar. Trinta e cinco pacientes com acne leve a moderada foram aleatoriamente
designados para a irradiacdo LED. O tratamento foi a base de luz azul e luz vermelha 420 nm,
660 nm por cerca de 2,5 minutos, duas vezes ao dia, durante 4 semanas. Como resultados, no
final das 12 semanas ambas as lesdes inflamatorias e ndo-inflamatoérias da acne diminuiram
significativamente em 77% e 54% no grupo de tratamento, respectivamente. Houve uma

reducdo da producdo de sebo, foram atenuadas as infiltracbes de células inflamatorias e
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ocorreu uma diminui¢do do tamanho das glandulas sebdceas. N&o houve reacGes adversas
graves. Os autores concluem que a fototerapia LED foi segura e eficaz para o tratamento de
lesbes de acne inflamatorias ndo-inflamatorias.

Corazza et al. (2013) realizaram um estudo cujo objetivo foi analisar histoldgica e
bioquimicamente os efeitos do diodo emissor de luz terapia (LEDT) associados com o
treinamento de resisténcia para prevenir sarcopenia em ratos ovariectomizadas. O dispositivo
LED (850 nm, 100 mW, 120 J/cm?, local tamanho de 0,5 cm?) foi utilizado como o tnico
método. O dispositivo foi utilizado no modo de ponto Unico de contato (por 10 min). A regido
irradiada foi o centro do trocanter maior, o fémur direito e terco médio do reto femoral, essas
regides foram analisadas histomorfometricamente. Foram notados aumentos significativos (p
<0,05) para o musculo e volume do T (68,1 £ 19,7%), o L (74,1 + 5,1%), e a LT (68,2 £
11,5%), comparado ao grupo C (60,4 £ 5,5%). Houve também aumento significativo nas
concentragdes de IGF-1, IL-1 e TNF-o nos musculos dos grupos tratados (p <0,05). Os
animais do grupo LT mostraram um aumento significativo na producdo de IL-6, quando
comparado ao T, L, e grupos C (P <0,05). Conforme os autores citados supracitados, estes
achados sugerem que o treinamento de resisténcia LEDT pode prevenir e sarcopenia em ratos
ovariectomizadas.

Conforme Sousa et al. (2012), a angiogénese é um processo fundamental para a
cicatrizacdo de feridas. Mas ha poucos relatos de fototerapia LED sobre a angiogénese,
principalmente in vivo. O objetivo da presente investigacao foi avaliar histologicamente a
angiogénese cutanea dorsal em feridas tratadas com laser (660 e 790 nm) ou LED (700, 530, e
460 nm), em um modelo de roedor. Foram utilizados vinte e quatro roedores. Sob anestesia
geral, foi criada uma ferida excisional no dorso de cada animal. Em seguida, foram
distribuidos aleatoriamente em seis grupos com quatro animais cada um: GO-controle; G1-
A660 nm laser (60 mW, ¢ ~ 2 mm, 10 J/cmz), G2 A790-nm laser (50 mW ¢, ~ 2 mm, 10
Jlem?); G3-LED A700 + 20 nm (15mW, ¢ ~ 16 mm, 10 J/cm?), G4- LED A530 + 20 nm (8
mW, ¢ ~ 16 mm, 10 J/cm?) G5-LED 2460 + 20 nm (22MW, ¢ ~ 16 mm, 10 J/cm?). Iniciou-se
a irradiacdo imediatamente apds a cirurgia e foi repetida a cada dois dias no prazo de 7 dias. A
morte dos animais ocorreu no oitavo dia ap6s a cirurgia. As amostras foram removidas,
processadas a cera e corados com HE. A angiogénese foi marcada por vaso sanguineo na area
da ferida. Os resultados quantitativos mostraram que o LED verde (A530 + 20 nm), o LED
vermelho (A700 + 20 nm), A790 nm e A660 nm Laser causaram aumento significativo, quando

a angiogénese foi comparada com o grupo controle. Os autores concluiram que, tanto o laser e
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a luz LED sdo capazes de estimular a angiogénese in vivo em feridas cutneas e que a
coeréncia ndo foi decisiva no resultado do tratamento.

Sampaio et al. (2012) divulgam que o Laser tem se mostrado eficaz para melhorar a
angiogenese, pois aumenta a irrigacdo sanguinea e a proliferacdo celular. A fototerapia foi
realizada usando um laser de diodo (A660 nm, 40 mW, 10 J/cm?) ou um protétipo LED
dispositivo (X700 + 20 nm, 15 mW, 10 J/cm?). O tratamento foi iniciado imediatamente ap6s
a cirurgia e foi repetida a 48 horas de intervalo. Durante 7, 14 e 21 dias. Ap0s a morte, 0s
animais foram submetidos a analise histoldgica e contagem de fibroblastos. Houve diferenca
significativa entre individuos saudaveis e anémicos sobre o numero de fibroblastos. Os
autores concluiram que o uso de luz LED causa a proliferacdo fibroblastica e apresenta um
resultado significativo na biomodulacdo em animais anémicos. E o laser foi eficaz ao nédo
permitir a proliferacdo da anemia.

De acordo com o estudo de Feuerstein (2012), a fototdxica e os efeitos ndo-coerente
de luz azul (comprimentos de onda, 400-500nm) e o laser de CO, (comprimento de onda, 10,6
microns), tém diferentes mecanismos de acdo sobre a bactéria Streptococcus mutans orais no
biofilme e no esmalte dental. A exposi¢do de S. mutans no biofilme a luz azul teve um efeito
retardado sobre a viabilidade bacteriana. A sinergia entre a luz azul e o H,O, aumentou o
efeito fototdxico e promoveu um mecanismo fotoquimico mediado por espécies reativas de
oxigénio (ROS) de formagéo. O efeito da irradiagdo com laser de CO, sobre a viabilidade de
S. mutans no biofilme em amostras de esmalte apareceu ser maior nas camadas mais
profundas, devido ao aquecimento da superficie do esmalte pela energia absorvida. O autor
conclui que os biofilmes nédo interferem nas alteracGes resultantes de irradiacdo, fato que pode

aumentar a resisténcia do esmalte ao ataque acido.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da fototerapia no reparo 6sseo alveolar em maxilas de ratos wistar

submetidos a exodontia do segundo molar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o efeito da fototerapia no comprimento de + 400 nm por 20 segundos, nos

seguintes parametros:

e Avaliar os aspectos morfologicos e densidade do tecido 6sseo, epitelial e vasos e

mastoécitos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DOS GRUPOS ESTUDADOS - MANUTENCAO, MANEJO E
CUIDADO COM OS ANIMAIS

Foram utilizados 24 ratos linhagem Wistar adultos machos, com peso médio entre 180
e 220 gramas. Os animais foram divididos em 2 (dois) grupos sendo um negativo; I-CTR que
ndo foi submetido a nenhum tipo de terapia, Il - Experimental: que os animais foram
submetidos a terapia de luz LED, sob anestesia geral, por 7 sessdes, aproximadamente 400
nm, com 5 Joules, por 20 segundos.

Os animais foram mantidos no biotério central da Universidade de Uberaba a uma
temperatura controlada de aproximadamente 22° Graus, acondicionados em gaiolas plasticas
e receberam alimentacdo solida (Labina-Purina) e agua ad libitum. O manuseio dos animais
seguiu as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo o
projeto de pesquisa avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade de Uberaba (UNIUBE), conforme parecer 033/2012 (ANEXO 1).

5.2 EXODONTIA

Para a realizacdo das cirurgias 0os animais foram anestesiados através de injecao
intramuscular de uma combinacdo de cloridrato de xilazina 2% (Rompun®, Bayer)
(0,Aml/100g), utilizado como sedativo e relaxante muscular, e cloridrato de Ketamina 10%
(Ketalar®, Parke-Davis) (0,1ml/100g), como anestésico geral. Utilizando-se um instrumento
de Hollemback para sindesmotomia e uma pinc¢a dente de rato para luxacdo, foram extraidos
os dentes segundos molares. Todos os animais foram submetidos a exodontia dos segundos

molares superiores direito e esquerdo.

Figura 13 — A, B e C: Mesa cirlrgica e acesso ao campo operatorio. C e D: Pinca dente de rato e segundo molar
Fonte: Autor do estudo, 2013.
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5.3 TERAPIA DE LUZ

As sessOes de terapia de luz ocorreram nos dias 0 (zero), 1 (um), 4 ( quatro), 7 (sete),
11 (onze), 14 (quatorze) e dia 18 ( dezoito) apds a exodontia. J4, a eutanasia ocorreu aos 4
(quatro), 7 (sete), 14 (quatorze) e 21 (vinte e um) dias ap6s a exodontia, sendo eutanasiados 3
(trés) animais para cada dia. A cada sesséo o fotopolimerizador de resina odontolégica de luz
LED foi posicionado dentro da cavidade oral com o feixe de luz direcionado para a regido do
alvéolo do 2° molar, dispensando uma fluéncia de 5 Joules, por 20 segundos conforme

disposto na Tabela 1.

Quadro 1 - Grupo de controle/ Grupo Experimental

DIA GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
0 Exodontia Exodontia Luz
1 - Luz
4 Eutanasia (3 animais) Eutanasia (3 animais) - Luz (animais restantes)
7 Eutanasia (3 animais) Eutanasia (3 animas) - Luz (animais restantes)
11 - Luz (animais restantes)
14 Eutanasia (3 animais) Eutanasia (3 animas) - Luz (animais restantes)
18 - Luz (animais restantes)
21 Eutandsia (3 animais) Eutanasia (3 animas)

Fonte: Autor do estudo, 2013.

Figura 14 — A, B e C: Sesséo fotopolimerizador de resina odontoldgica de luz LED
Fonte: Autor do estudo, 2013.

5.4 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao término do periodo experimental, os animais sofreram eutanasia por superdosagem
de cloridrato de Ketamina 10% (Ketalar®, Parke-Davis) (0,1ml/100g), como anestésico

geral.e posterior deslocamento cervical, conforme protocolo padrdo do comité de ética. Em
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seguida, foram decapitados; as maxilas dissecadas, e as amostras foram fixadas por 48 horas a
temperatura ambiente em solucdo de formalina neutra tamponada a 10%. Apoés fixagdo, as
maxilas foram rapidamente lavadas em agua corrente e transferidas para solucédo

desmineralizadora.

5.5 DESMINERALIZACAO

Ap0s a fixacdo, as maxilas foram desmineralizadas em solucdo tamponada de EDTA
(Acido diaminotetracético) a 2 % (p/v), (pH entre 7,2 e 7,4) & temperatura ambiente, com
trocas a cada 2 dias, durante um periodo de 40 dias. Apds a desmineralizacdo, as maxilas

foram lavadas em H,O corrente por uma noite e separadas em metades direita e esquerda.

5.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os fragmentos foram entdo, processados para andlise, histomorfologica e
histomorfométrica, conforme protocolo a seguir: Desidratacdo: os tecidos foram mergulhados
em uma série crescente de alcool (70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto 11, absoluto I11), com
um tempo de 30 minutos em cada banho; Diafanizacao: os tecidos foram mergulhados em trés
banhos de xilol, durante 30 minutos em cada banho; Infiltracdo: foram realizados trés banhos
em parafina a 58°C, durante 90 minutos em cada. Apds o ultimo banho, as pecas foram
incluidas em blocos de parafina.

Os blocos de parafina procedentes de todos os animais foram cortados no sentido
transversal antero-posterior, em um micrétomo, obtendo-se cortes seriados de 6um de
espessura. Os cortes foram coletados em laminas de vidro e colocados para secar durante um
dia. Em seguida, foram realizados os procedimentos de coloracdo de hematoxilina-eosina

(HE) para analises histoldgicas.

5.7 ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes foram feitos com 6um de espessura e as laminas foram preparadas pelas
técnicas histoldgicas rotineiras para coloracdo com hematoxilina-eosina (HE). Em seguida, as
laminas foram analisadas pela microscopia de luz convencional para estudo histoldgico. Os
cortes foram analisados procedendo-se a leitura em varredura longitudinal, através de

microscopia de luz, utilizando-se um microscépio Scope Al (Carl Zeiss, Berlim, Alemanha)
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acoplado com uma camera AxioCam ICcl. Os critérios para analise histoldgica foram: 1.
Caracteristica do tecido conjuntivo que preenche o alvéolo, sua organizacdo e maturacao; e 2.
Presenca de células epiteliais, bem como a presenca de tecido 6sseo neoformado, vasos
sanguineos nas areas experimental e controle.
Para tal as laminas foram avaliadas numero de trabéculas (0sso neoformado), epitélio

e vasos sanguineos, contados sempre que localizados na interse¢do das linhas do reticulo. Para
as contagens foi utilizado o software AxionVision 4.8 (Carl Zeiss, Berlim, Alemanha). Apds
as contagens, os dados foram avaliados estatisticamente, utilizando-se 0 mesmo software.
Esta técnica foi aplicada em todos os grupos de estudo, com o propdésito de obter dados para a
andlise estatistica durante os periodos considerados.

5.9 QUANTIFICACAO DOS VASOS SANGUINEOS

Para a quantificacdo de vasos sanguineos utilizou-se as ld&minas coradas pela eosina e
hematoxilina e um microscopio de luz comum, com o objetivo de 100x. Realizou-se a
contagem dos vasos sanguineos em todos os campos dos cortes. Para a obtencdo da area
avaliada, com o auxilio de uma ocular micrometrada calculou-se a area de cada campo. Com
0 nimero de vasos sanguineos calculou-se a densidade de vasos sanguineos, sendo expressa

em numero de vasos sanguineos por cm2,

5.10 QUANTIFICACAO EPITELIAL

Para a quantificacdo dos epitélios utilizou-se as laminas coradas pela eosina e
hematoxilina e um microscopio de luz comum, com o objetivo de 100x. Realizou-se a
contagem dos epitélios em todos os campos dos cortes. Para a obtencdo da area avaliada, com
o0 auxilio de uma ocular micrometrada calculou-se a area de cada campo. Com o0 nimero de

epitélios calculou-se a densidade epitelial, sendo expresso em numero epitelial por cmz2.

5.11 QUANTIFICACAO TRABECULAR

Para a quantificacdo trabecular utilizou-se as laminas coradas pela eosina e
hematoxilina e um microscopio de luz comum, com o objetivo de 100x. Realizou-se a
contagem trabecular em todos os campos dos cortes. Para a obtengédo da area avaliada, com o

auxilio de uma ocular micrometrada calculou-se a area de cada campo. Com 0 numero de
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trabéculas calculou-se a densidade trabecular, sendo expressas em ndmero de trabéculas por

cm2.

5.12 QUANTIFICACAO DE MASTOCITOS

Para a quantificagdo dos mastocitos utilizou-se as ldminas coradas pela fucsina &cida
com azul de toluidina 0,5% em um microscopio de luz comum, com objetiva de 100x. Para
obtencdo da area avaliada, com o auxilio de uma ocular micrometrada calculou-se a area de
campo. Depois, foram feitas as contagens de mastdcitos por campo. Com o numero de
mastdcitos e a area, calculou-se a densidades de mastdcitos, sendo expressa em nimero de
mastocitos por cm.2

A densidade dos mastdcitos foi alcancada através do uso de uma formula d = num. Cel

/ campo X area.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foi utilizado o programa Graphpad Prism 4.0. Os resultados
foram primeiramente dispostos em uma planilha eletrénica e, em seguida procedeu-se a
andlise estatistica. Em todas as variaveis foram testadas a distribuicdo normal pelo Teste de
kolmogorov Smimov e a variancia pelo Teste de Bartlett's (homogeneidade). Quando as
suposicdes de normalidade e homogeneidade foram satisfeitas, utilizou-se para a comparacéo

dos diferentes grupos analise de variancia Anova one way.
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6 RESULTADOS

Apresentam-se os dados referentes as analises realizadas da formacao d0ssea, de vasos
sanguineos, epitelial e mastdcitos durante o processo de reparo 0sseo em alvéolos dentais de
ratos no prazo compreendido entre 04, 07, 14 e 21 dias, apds a exodontia e tratamentos

posteriores com a fototerapia nos grupos Controle - C e Experimental - E.

6.1. FORMACAO DE VASOS SANGUINEOS

Tabela 1 — Formagao de vasos sanguineos (Grupos: C/E - Periodo: 4, 7, 14, 21 dias)

CONTROLE EXPERIMENTAL
4 7 14 21 4 7 14 21
VASOS - 4.90 5.19 - - 4.98 5.13 =

Fonte: Autor do estudo, 2013.

Na Tabela 1, observa-se que nos grupos C e E a aplicacdo de LED ndo acelerou a
formacdo de vasos sanguineos, pois o percentual da formacdo sanguinea do grupo
experimental manteve-se proximo do grupo controle, essa evidéncia leva a compreender que 0

tal processo cursou naturalmente e ndo sofreu, portanto, interferéncias do LED.

Figura 15 - 7 dias — Grupo Controle Figura 16 - 7 dias - Grupo experimental
AR R S T M A A T ; B R S AT Iy e
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Fonte: Autor do estudo, 2013. Fonte: Autor do estudo, 2013



6.3 FORMACAO EPITELIAL

Tabela 2 - Formagdo Epitelial (Grupos: C/E - Periodo: 4, 7, 14, 21 dias)

38

EPITELIO

CONTROLE EXPERIMENTAL
4 7 14 21 7 14 21
= 22.6 38,46 = 22.82 38.06 =

Fonte: Autor do estudo, 2013.

Na Tabela 2, os dados referentes aos grupos C e E quanto a formacgdo de epitélios,

constatou-se que ndo desencadeou nenhum acontecimento substancial no grupo experimental.

Novamente, ndo foi possivel confirmar, o efeito de aceleracdo do LED no processo de

formacéo epitelial, mesmo porque os percentuais de ambos 0s grupos sdo bem proximos.
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6.4 FORMAGCAO TRABECULAR

Tabela 3 - Formagao Trabecular (Grupos: C/E - Periodo: 4, 7, 14, 21 dias)

CONTROLE EXPERIMENTAL
4 7 14 21 4 7 14 21
EPITELIO = 29.45 32.16 54.50 = 29.23 32.19 54.53

Fonte: Autor do estudo, 2013.

Na tabela 3, os resultados dos grupos controle e experimental referentes a formacao
de trabéculas, apontam que ndo houve interferéncia da luz proveniente de LED, no sentido de
acelerar a formacédo Trabecular.

Flgura 19 Grupo Controle (21 dias) Figura 20 - Grupo Experimental (21 dias)
N P 06, 75ymi < o SEE = T T

Fonte Autor do estudo 2013 Fonte Autor do estudo, 2013.

6.5 PRESENGCA DOS MASTOCITOS

Tabela 4 - Presenca dos mastacitos (Grupos: C/E - Periodo: 4, 7, 14, 21 dias)

MASTOCITOS CONTROLE EXPERIMENTAL
4 7 14 21 4 7 14 21
Média 5.91 6.38 3.34 15.8 5.81 10.99 2.81 21.18

Fonte: Autor do estudo, 2013.
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Os dados referentes a avaliacdo de mastdcitos apresentaram distribuicdo normal, sendo
entdo apresentados em média + desvio padrdo. A andlise dos dados mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre nenhum dos grupos quando

comparados entre si. (Figura 1).

30 1~

E Dia 4
25 [ Dia7
I Dia 14
[ pia21

20 1
15 4

10 4

) Iﬁi a

4 7 14 21 dias 4 7 14 21dias
Controle Experimental

Unidade de medida de mastocito (%)

Figura 21 — Dias de experime
Fonte: Autor do estudo, 2013.

Cabe salientar que, a analise histomorfométrica teve como escopo definir o nimero de
vasos sanguineos, epitélios, trabéculas e mastdcitos nos defeitos 6sseos dos grupos C e E,

bem como prover os dados necessarios a analise estatistica.
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7 DISCUSSAO

Ao confrontar os resultados dos grupos C e E, certificou-se que a aplicacdo de LED
ndo acelerou a formacdo de vasos sanguineos. Carvalho; Okamoto (1987), realizaram um
estudo e afirmam com base nele que, em ratos o reparo da ferida comeca imediatamente apos
a exodontia, sendo esta, a primeira fase do processo de reparo 0sseo, ou seja, a fase da
proliferacdo celular. Em realidade, nesta etapa, o coagulo sanguineo é gradativamente
preenchido por fibroblastos gerados por mitose dos fibroblastos pré-existentes e por
diferenciacdo de células estranhas, ambos presentes nos remanescentes do ligamento
periodontal que continua colado &s paredes alveolares. Simultaneamente, ocorre a
proliferacdo de células endoteliais, ocasionando novos delgados.

Quanto a formacdo de epitélios, nos grupos C e E, ndo constatou-se nenhum episodio
substancial no grupo experimental. Conforme Carvalho; Okamoto (1987), em ratos, do
mesmo modo que em humanos, ocorre a fase de desenvolvimento do tecido conjuntivo,
considerada no estudo desses autores, como a segunda fase do reparo alveolar. Nessa etapa, 0
tecido conjuntivo neoformado mostra uma expressiva quantidade de células, especialmente
fibroblastos e de capilares neoformados. Simultaneamente, os fibroblastos compendiam fibras
e sustancia fundamental amorfa. Assim, “na medida em que aumenta a quantidade de fibras
colagenas e diminui o numero de células e de vasos sanguineos, caracteriza-se a maturacdo do
tecido conjuntivo” (p. 1). Portanto, por volta do 4° dia, j& se observam evidéncias de
epitelizacdo, a comegar, pela gengiva marginal. Junto a isso, ocorre proliferacdo do epitélio
sobre o coagulo organizado e/ou tecido conjuntivo jovem, buscando ocluir o alvéolo. A
composicdo do epitélio, no homem, se conclui entre 0 24 e o 35 dia pds-exodontia.

Marzola et al. (2009), também concordam com essa ideia e afirmam que, 7 dias pos-
extracdo, o tecido conjuntivo neoformado recebe grande quantidade de fibroblastos e
capilares neoformados. Sendo que o epitélio apresenta uma proliferacdo celular um pouco
mais avancada.

Além disso, pode-se afirmar que estudos clinicos e experimentais feitos com humanos
e em outras diferentes espécies animais, empregando metodologia diversificada (histologica,
radiologica, histoquimica, fluorescéncia, densitométrica), demonstraram que, em condicdes
normais, a reparacdo poOs-exodontica satisfaz a um modelo cronoldgico bem definido de
organizacao tecidual, que pode ser comprometida pela acdo de agentes de carater local e
sisttmico (MONTERO-SANCHEZ; CABRERA-PERALTA; OKAMOTO, 1996).
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Ao checar os resultados dos grupos controle e experimental referentes a formacao de
trabéculas, certificou-se de que ndo houve interferéncia da luz procedente de LED, no sentido
de acelerar a formacédo trabecular, Segundo a teoria, o processo de reparo alveolar poés-
exodontia compreende mecanismos muito especializados, que objetivam a recuperagédo
morfologica e funcional dos tecidos de revestimento e 6sseos. Depois da exodontia, 0 alvéolo
é preenchido por coagulo sanguineo que gradualmente é invadido por capilares neoformados
e pelos fibroblastos, procedentes em sua maior parte, de mitose e/ou diferenciacao de células
mesenguimais, que se encontram presentes no ligamento periodontal remanescente. EXiste
formacéo de tecido de granulacdo e acréscimo progressivo da quantidade de fibras colagenas,
ocasionando a matriz orgénica e oferecendo espaco para a deposicdo de tecido 06sseo,
permitindo o reparo da ferida da exodontia (MONTERO-SANCHEZ; CABRERA-
PERALTA; OKAMOTO, 1996).

A escolha dos periodos experimentais de 4, 7, 14, 21 dias mostrou-se adequada, tendo
em vistas que, 0 processo de reparo em feridas de extracdo dental em ratos dura cerca de 21
dias, periodo no qual o alvéolo pode ser preenchido completamente por trabeculado ésseo
neoformado (CARVALHO et al., 1983 apud FERREIRA, 2010).

Na compreensdo de Carvalho; Okamoto (1987), é na etapa de diferenciacdo 0ssea ou
de mineralizagdo que ocorre a formacdo das trabéculas, sendo esta a ultima fase do reparo
6sseo. Nas palavras dos autores, proximo as paredes alveolares e, a partir dos fundus alveolar,
0s osteoblastos, procedentes de células nomeadas Osteo-progenitoras, colocam matriz
organica, constituindo um tecido ostedide. Apo6s, com a calcificacdo deste derradeiro, sdo
formadas as trabéculas dsseas.

Deste modo, é preciso ficar claro que o processo de formacédo do tecido de granulacéo
e do ostedide é homocéntrico, especialmente as expensas dos restos do ligamento periodontal.
No ser humano, a neoformacdo Gssea comeca por volta do 7° dia pds-exodontia; no jovem,
por volta de 40 dias, cerca de 2/3 do alvéolo j& estdo completados por trabéculas 6sseas.
Nesse tempo, as trabéculas 0sseas sdo densas ao nivel do terco apical do alvéolo, e estdo em
ininterrupg@o com a cortical alveolar (CARVALHO; OKAMOTO, 1987).

Ainda conforme o estudo de Carvalho; Okamoto (1987), a evolucdo do processo de
reparo alveolar em feridas de extracdo dental, morfologicamente, pode ser dividida em quatro
fases fundamentais: proliferacdo celular, desenvolvimento do tecido conjuntivo, maturacdo do
tecido conjuntivo e diferenciacdo 6ssea ou mineralizacdo, assim como foi demonstrado aqui
nesta sec¢do. Entretanto, ndo é possivel encontrar essas fases isoladamente. Apos a exodontia

em ratos, por volta do 7° dia, pode-se observar as quatro fases citadas. Realidade esta, que ndo
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foi possivel observar no presente estudo, nem no grupo controle, e, também ndo, no grupo
experimental.

Pode ser considerada completa a reparacdo do alvéolo quando este se torna
completamente preenchido por tecido 6sseo neoformado e a crista alveolar remodelada. Esse
evento acontece em cerca de 21 dias pos-exodontia no rato, 48 dias no cdo e 64 dias no
homem. Na fase final do processo de reparo alveolar existe um equilibrio ativo osteoclastico-
osteoblastico, e 0 novo 0sso se acha em condicGes de receber novos estimulos (CARVALHO;
OKAMOTO, 1987).
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8 CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo da fototerapia mediada por luz
LED de £ 400 nm, com 5 Joules, por 20 segundos sobre o reparo dsseo alveolar em ratos
wistar submetidos a exodontia do segundo molar.

e Os dados encontrados confirmaram que a aplicacdo de LED, ao menos neste estudo,
ndo acelerou o reparo alveolar pos-exodontia em ratos.

o A formacdo Ossea, epitelial, de vasos sanguineos e a presenca dos mastocitos
permaneceram praticamente nos mesmos niveis tanto no grupo controle, como no

experimental.
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ANEXO

UNIUBE

s e COMIte de Etica em Experimentacdo Animal

Oficio CEEA-071/2012 Uberaba, 9 de novembro de 2012

Ilmo. Prof.

Claudio Roberto Reis Filho

Assunto: Encaminha processo no 033/2012, sobre o protocolo de Aula Pratica “Acao
modulatéria da terapia fotodinédmica e da fosfoetanolamina sobre o reparo ésseo”,

Prezado(a) Professor(a),

Em resposta a sua solicitagdo, informo que o protocolo acima referido foi submetido a
avaliacdo do CEEA-UNIUBE na reunido do dia 09/11/2012, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,

£

Jeofa. Joely of. Flgueiredo PBittae

Coordenadora do CEEA-UNIUBE
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