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RESUMO

O laser em baixa poténcia € considerado fator acelerador da reparacéo
0ssea, uma vez que estimula a microcirculacdo e aumenta o metabolismo
celular. Sendo assim, pretendeu-se, neste trabalho, verificar as alteracoes
histolégicas decorrentes do uso da fotobiomodulacdo a laser, durante o
movimento dentario induzido do primeiro molar superior esquerdo com 40g/F,
em Rattus norvegicus, adultos jovens, machos, pesando entre 250 e 300g.
Foram utilizados 30 animais, distribuidos, equitativamente, em trés grupos
(n=10), correspondendo ao tempo da morte dos animais, isto €, sete, 13 e 19
dias (G7, G13 e G19). Metade dos animais de cada grupo foi submetida a
fototerapia laser (L790nm, 40mW, 20J/cm? por sessdo, a cada 48h, @~2mm)
durante a movimentacdo ortodéntica, a outra metade, ndo irradiada, serviu
como controle. Ap6s a morte dos animais, as amostras foram seccionadas,
processadas e coradas por HE e picro-sirius e utilizadas para avaliagdo semi-
guantitativa por meio da microscopia Optica. Os dados foram coletados e
comparados através de analises intergrupo e intra-grupos pelos testes de
Kruskal-Wallis e exato de Fisher, sendo considerados significantes quando p =
0,05. Os resultados mostraram que a fotobiomodulacdo a laser influenciou
positivamente aspectos importantes para a movimentagdo dentaria como a
reducdo da densidade vascular e da inflamagédo; aumento da quantidade de
osteoclastos e de colageno; e também modular a reabsorcdo dentaria e a
hialinizagdo. Conclui-se que a fototerapia laser pode criar condicdes mais
favoraveis para a remodelacdo 0ssea no periodonto de Rattus norvegicus em

situacdes de movimentacao ortoddntica induzida.



Palavras-chave: Movimento ortodontico - Remodelacdo Ossea - Histologia —

Laser




ABSTRACT

The use of laser phototherapy is considered an enhancement factor for
bone repair as it stimulates microcirculation as well as the cellular metabolism.
Regarding this, the purpose of this research was to assess histologic changes
after the use of laser phototerapy during induced mesial tooth movement with
40g/F of the upper left first molars of young adult male Rattus norvegicus
weighing 250 to 300g. Thirty animals were equally divided into three groups
(n=10), named according to the time of animal death, i.e. seven, 13 and 19
days (G7, G13 e G19). Half of the animals in each group were submitted to
irradiation with infrared laser (A790nm, 40mW, 20J/cm? per session, every 48
hours, @~2mm), during orthodontic movement, the other half was used as
controls. After animal death, specimens were sectioned, processed and stained
with HE and Sirius red and were used for semi-quantitative histologic analysis
with optical microscopy. Data was compared by inter and intra-group analysis
using Kruskal-Wallis and Fischer tests, and results were considered significant
for p = 0.05. Results demonstrated that Laser Phototherapy positively affected
some important aspects of dental movement, such as decreased vascular
density and inflammation, increased amount of osteoclasts and collagen and
also modulated dental resorption and hyalinization. These results indicate that
the use of laser phototherapy may create a more favorable condition for bone
turnover in the periodontal ligament of Rattus norvegicus during orthodontic

tooth movement.

Key words: Tooth Movement - Bone Remodeling — Histology - Laser
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1 INTRODUGCAO

De um modo geral, a fototerapia laser (FBML) tem uma série de
indicacdes e pode ser usada isoladamente ou como coadjuvante de outros
tratamentos, sempre que se necessite de um efeito local, uma vez que estimula
a micro-circulacdo e o trofismo celular, ou quando houver necessidade de um
efeito terapéutico geral. Os equipamentos mais utilizados sdo os diodos
semicondutores como Arseneto de Gélio e Aluminio (GaAlAs), tendo como uma
de suas caracteristicas principais a ndo geracdo de efeitos térmicos
(BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

Este tipo de laser pode agir diretamente na célula, produzindo um efeito
primario ou imediato, aumentando o metabolismo celular ou, por exemplo, a
sintese de R-endorfinas, e diminuindo a liberacdo de transmissores
nociceptivos, como a bradicinina e a serotonina (MATERA et al., 2003). E um
tipo de terapia ndo-invasiva, indolor, ndo-térmica e asséptica, sem efeitos
colaterais, com boa relagéo custo-beneficio (LIM et al., 1995).

Encontram-se, na literatura, inUmeras pesquisas abordando as
alteracdes histologicas que ocorrem no periodonto de sustentacdo, cemento,
0sso alveolar e ligamento periodontal, decorrentes da movimentacao dentéria
(BENAFE-OLIVEIRA et al., 2003; GIANELLY; GOLDMAN, 1971; HAMAYA et
al., 2002; KOHNO et al., 2002; LOW et al., 2005; RODY JR. et al., 2001;
SILVEIRA, 2006; TOMIZUKA et al., 2007; VON BOHL et al., 2004).

Uma importante caracteristica do osso alveolar é sua capacidade de
sofrer remodelacdo continua em resposta as demandas funcionais e aplicacéao

de forca, durante o movimento ortodontico. As superficies submetidas a
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remodelacdo exibem caracteristicas histoldgicas especificas. (TEN CATE,
1994).

Cruz et al. (2004) concluiram que a FBML com GaAlAs aumenta a
velocidade de movimentagdo ortodontica devido a um incremento da
proliferacdo de células do ligamento periodontal, melhora da circulacdo local,
aumento da quantidade de osteoclastos e da formag&o de osso mineralizado. A
fotobiomodulacdo com laser de A830nm, pode acelerar o movimento dentario
acompanhado de remodelacdo Ossea alveolar devido a maior atividade
osteoblastica e osteoclastica (AIHARA et al., 2006; KAWASAKI; SHIMIZU,
2000; RODY JR. et al., 2001).

Considerando tais aspectos, este trabalho experimental foi desenvolvido
com o objetivo de avaliar histologicamente as reacbes no 0sso alveolar,
decorrentes da aplicacdo de forca associada a fototerapia laser, em ratos da

espécie Rattus norvegicus.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Movimento Dentario

A movimentacdo dentaria é regida por fatores biolégicos e mecanicos,
caracterizada por reacdes seqlienciais do tecido periodontal em resposta as
forcas aplicadas (PROFFIT; FIELDS JR., 2002). A movimentagdo ortodontica
depende da capacidade das células periodontais em responderem a estes
estimulos mecéanicos (MISAWA-KAGEYAMA et al.,, 2007), os quais geram
alteracdes teciduais que, em conjunto com a ativacao de mediadores quimicos,
como citocinas e prostaglandinas, sintetizadas e secretadas por células locais,
resultam na remodelacdo 6ssea (MERMUT et al., 2007; SILVEIRA, 2006;
TAWEECHAISUPAPONG et al., 2005). Neste contexto, a procura por meios
gue possam facilitar ou potencializar a movimentacdo ortodéntica é uma
realidade atual. Essa aceleracdo pode ser alcancada com a utilizacdo de
osteocalcina (HASHIMOTO et al., 2001) ou através da aplicacdo local de
prostaglandinas (YAMASAKI et al.,, 1984) ou vitamina D (COLLINS &
SINCLAIR, 1988; YAMAMOTO et al., 1992). Porém, a dor e o desconforto
durante a aplicacdo sdo os principais fatores inviabilizadores da utilizagédo
destas substancias.

A remodelagéo 6ssea pode ser explicada pela teoria da presséo-tensao,
na qual uma alteragéo no fluxo sangulineo do ligamento periodontal é produzida

pela movimentacéo do dente no alvéolo (GOTZ et al., 2006; PROFFIT, 2002).
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Assim como as demais estruturas 6sseas do organismo, o tecido que
forma o osso alveolar constitui-se de trés fases: matriz organica, fase mineral e
agua. As células do osso alveolar, associadas a diferentes funcdes,
compreendem o0s osteoblastos, relacionados com a formagdo Ossea, 0s
ostedcitos, incluidos na matriz mineralizada e responsaveis pela manutengéo
do osso e os osteoclastos, envolvidos com a absor¢cdo éssea (WHITSON,
1994).

Segundo a teoria de que mensageiros quimicos sdo importantes na
remodelacdo 6ssea alveolar e conseqliente movimento dentério, uma alteracéo
no fluxo sangiineo do ligamento periodontal é produzida por uma forga
aplicada, o que causaria mudancas de posi¢céo do dente no espacgo periodontal,
comprimindo o ligamento em algumas areas e tencionando em outras. O fluxo
sanguineo diminui onde o ligamento € comprimido, enquanto é freqlientemente
mantido ou aumentado, onde o ligamento estd sob tensdo (NOJIMA,;
GONCALVES, 1996; PROFFIT, 1995).

O ligamento periodontal € um tecido mole e interposto entre o dente e o
osso alveolar e mede, freqientemente 0,25mm de espessura, ou menos
(REITAN, 1960; 1985). E responsavel pela transmissdo de forcas in vivo e sua
compressdo induz estimulos geradores de inflamacéo local, favorecendo o
surgimento de um micro-ambiente susceptivel a absor¢do Ossea
(CONSOLARO, 2002; WAGLE et al., 2005).

A compressao promovera o desaparecimento das células do ligamento
periodontal, resultando em uma parada do movimento dentario (REITAN, 1960;

1985). Uma necrose estéril € produzida na area e por causa da aparéncia
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histoldgica, essa regido avascular é tradicionalmente chamada de hialinizada.
Nesse caso, a remodelacdo do osso, proximo ao local necrético, deve ser
efetuada por células derivadas de regifes adjacentes ndo danificadas. Como
0s osteoclastos iniciam um ataque imediatamente abaixo da area necrética,
esse processo € descrito como uma absorgdo solapante (PROFFIT, 2002). O
dente ndo se movera até que o0 0sso subjacente ao tecido hialinizado tenha
sido eliminado. Por ser a duracdo desta absorcdo aproximadamente
proporcional a extensdo da zona hialinizada, é de fundamental importancia
aplicar forcas leves iniciais de forma que previna-se a formacdo de éareas
acelulares excessivamente extensas (REITAN, 1960; 1985). A quantidade de
hialinizacdo depende do grau de hipdxia gerado, o qual, por sua vez, &
dependente da quantidade de forca aplicada (CONSOLARO, 2002). Portanto, a
absorcdo Ossea direta ou indireta € percebida como uma reacdo tecidual a
forca aplicada (MELSEN, 2001).

Analisando esta situagdo, pode-se concluir que a duragdo do movimento
dentario pode ser dividida em periodo inicial e secundéario. A absor¢cdo 0ssea
direta, também chamada de absorcédo frontal, € formada sobre todo o periodo
secundario, quando o tecido hialinizado desaparece apds a absorcdo 6ssea
solapante (REITAN, 1960; 1985).

A aposicao 0ssea pelos osteoblastos ocorre na area de tensdo (GOTZ et
al., 2006). No caso de regides do ligamento periodontal super-destendidas, o
fluxo sangliineo pode ser diminuido transitoriamente. As alteragées no fluxo
sangliineo geram, rapidamente, mudancas no ambiente quimico. Por

conseguinte, o nivel de oxigénio certamente pode diminuir na area comprimida,
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mas aumenta no lado de tensdo e a proporc¢ao relativa de outros metabdlitos,
também, pode mudar em questdo de minutos. Estas mudancas quimicas,
agindo diretamente ou por estimulo da liberacdo de outros agentes ativos
biologicamente, poderiam provocar, entdo, a diferenciagédo e atividade celular
(MORAES et al., 2002; NOJIMA; GONCALVES, 1996).

Onde existe distensdo dos ligamentos, o0 estimulo promoverd a
diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos e fibroblastos. Em
torno de dois dias ap6s a aplicacdo da forca, as modificacbes locais irdo
permitir que o0s osteoclastos e o0s osteoblastos iniciem o processo de
remodelagdo 0ssea, com aposi¢cdo no lado onde ha tragcdo e absorgcdo na face

em compressédo (FERREIRA, 2002).

Podemos observar que, durante o tratamento ortoddntico, o 0sso €
seletivamente removido em algumas areas e adicionado em outras, enquanto o
dente se move carregando os tecidos de sustentacdo (PROFFIT, 2002).
Contudo, quando a quantidade de movimentacdo ortoddntica inicial, em
adultos, é analisada, observa-se que esta € menor que em jovens, uma vez
que ocorre diminuicdo da atividade de remodelacdo Ossea alveolar, em
resposta as forgcas mecanicas, com o aumento da idade (BRIDGES et al., 1988;
MISAWA-KAGEYAMA et al., 2007). Porém, esta taxa em fases posteriores do

tratamento € a mesma para ambos os grupos (REN et al., 2005).

Na zona de pressédo, o tecido de sustentacdo fibroso é reconstituido
através da substituicdo quase completa das fibras velhas por novos elementos
fibrosos (KOHNO et al., 2003; SHIRAZI et al., 2002). Além disto, a matriz extra

celular, componente do ligamento periodontal e colageno sdo degenerados,
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degradados e reestruturados (BILDT et al., 2007). Existe um aumento da
atividade vascular e extensa presenca de colageno na area de pressao, areas
com reabsorcdo frontal e em éareas de tensdo, com concomitante invasédo
vascular (RYGH et al., 1986).

Pesquisas revelam, ainda, que existe alteragdo na camada de
odontoblastos, decorrente de um processo inflamatério e alteragdo vascular
com acumulo de eritrcitos e leucdcitos no interior dos vasos, especialmente,
na area mesial da polpa e na raiz mesial do dente que foi movimentado,
guando este € deslocado mesialmente. Essas alteragBes sao reversiveis, se a
agressao nao for mais intensa que o limite fisiolégico de tolerancia tecidual
(SANTAMARIA JR et al.,, 2007). O movimento do dente através do 0sso
depende da reacédo inflamatoéria local do tecido dento-alveolar (MILLER et al.,
2007).

Para melhor compreenséo, podemos imaginar as unidades de absor¢ao
ou 6sseo-remodelacdo como um conjunto caracterizado pelos osteoclastos,
sob o comando de osteoblastos e auxiliados pelos macréfagos. Nessas
unidades, ressalta-se 0 micro-ambiente &cido, totalmente isolado do meio
tecidual e proporcionado pela interface de borda ativa ou em escova dos
osteoclastos e a superficie 6ssea em reabsorcao (STAINS; CIVITELLI, 2005;
MORAES et al., 2002). Esta regulacdo € mediada, indiretamente, pelo receptor
ativador do fator nuclear (RANKL), um membro do fator de necrose tumoral

(TNF) (DUNN et al., 2007).
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Em estudo realizado para determinar os efeitos do oxigénio hiperbarico
sobre a remodelagdo 6ssea alveolar, durante o movimento ortodontico,
concluiu-se que existe um reforco na formacéo 6ssea nestas condi¢des. Ainda,
sugere-se que as atividades osteoblasticas podem ser moduladas por
mudancas da tensdo do oxigénio ambiental (GOKCE et al., 2008).

Farmacos tém sido utilizados no sentido de observar o envolvimento
destes no aumento da movimentacao ortodontica (DREVENSEK et al., 2006;
SPROGAR et al., 2007). Nesse sentido, Pinheiro (2006) avaliou a influéncia do
clodronato na taxa de movimentacdo dentaria induzida ortodonticamente.
Assim, 18 ratos foram submetidos a movimentacdo dentaria ortodéntica, F=
45g/F e sacrificados no sétimo dia do experimento. Os achados histologicos
sugerem que o uso do clodronato no quinto dia do experimento pode diminuir a
reabsorcado radicular e apresenta pouca influéncia na movimentacdo dentéria
induzida ortodonticamente.

Pinho (2007) avaliou a influéncia do cloreto de gadolinio (GdCls) sobre a
movimentagéo ortododntica em ratos da ragca Wistar. Para tanto, 20 animais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos submetidos a movimentacao
dentéria induzida: controle, livre da influéncia de farmacos, e experimental, com
aplicacdo de 10mg/kg de GdCls no primeiro dia do experimento. A forca
utilizada para a movimentacdo do primeiro molar superior esquerdo, com mola
de niquel-titanio, foi de 45g durante sete dias. Concluiu-se, ao final da
pesquisa, que o GdCls, foi capaz de diminuir a taxa de movimentacéo dentéria
induzida ortodonticamente e estimular alteracdes teciduais compativeis com a

reducédo da atividade de reabsorcao 0ssea e radicular.
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O novo tecido ésseo, depositado durante a migracdo do dente, seja por
guestao fisioldgica ou ortodbéntica, pode ser visto radiografica e
histologicamente, apresentando 0s seguintes estagios de evolucao: (1)
ostedide; (2) osso fasciculado; (3) osso lamelar. O ostedide é produzido pelos
osteoblastos. E encontrado em todas as superficies 6sseas onde esta havendo
nova deposicdo. Como nao apresenta sinais de calcificacéo, o tecido ostedide
nao sofre absorcdo. A partir do instante em que surgem 0s primeiros sinais de
calcificagdo, o tecido recebe a denominacao de osso fasciculado. Quando este
alcanca certa espessura e maturidade, as partes deste osso fasciculado
reorganizam-se e formam o osso lamelado. Esta sequiéncia €, em principio, a
mesma que se observa na formagéo 6ssea durante o movimento ortodéntico. A
mecanica empregada pelo ortodontista e as reagbes bioldgicas decorrentes

deste procedimento, estéo inter-relacionadas (NOJIMA; GONCALVES, 1996).

Os ostedcitos presentes no o0sso alveolar sofrem mudancas
morfolégicas durante o movimento dentario. Entre o segundo e o quarto dias,
varios exibem caracteristicas de necrose e imagem destruida ao redor da
matriz 6ssea. E evidente que aqueles presentes no osso alveolar, adjacentes a
hialinizagdo do ligamento periodontal, sofrem morte celular via apoptose e
necrose secundaria durante o movimento ortodéntico do dente, o qual pode ser

associado com absorcao 6ssea subsequente (HAMAYA et al., 2002).

Apesar do osso renovar-se a cada instante, os dentes n&o participam
desse processo de remodelacdo constante. Na superficie do cemento estao os

cementoblastos, mas essas células ndo tém receptores para os mediadores
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quimicos indutores de reabsorcdo Ossea e lhes é conferida o papel de

guardides da raiz dentaria (CONSOLARO, 2002).

Sendo assim, o processo inflamatério induzido, ortodonticamente, pode
causar reabsorcao radicular, a qual é considerada uma complicagdo comum no
tratamento ortodéntico (FOO et al., 2007), mas esta, também, pode ser uma
sequela de doencas como inflamacgéo periodontal ou iatrogenia (GOTZ et al.,
2006). Nos casos onde o movimento ortodontico esta ocorrendo pode-se
afirmar que a reabsorc¢éo radicular acontece, geralmente, adjacente a zona de
hialinizagédo, devendo o profissional estar atento para este tipo de complicacéo

(HARRIS, 2000).

2.2 Fotobiomodulacéo Laser - FBML

A luz é uma energia radiante produzida por todos os estados fisicos da
matéria (soélido, liquido e gasoso). Esta energia contida em todas as estruturas
atbmicas forma um espectro eletromagnético, que por sua vez €
metodicamente organizado, sendo denominado de comprimento de onda.
Dessa forma, a energia radiante possui um espectro de comprimento de onda,
visivel ao olho humano, entre 1385 e A760nm. Abaixo de A385nm, a luz é
denominada de ultravioleta e acima de A760nm de infravermelha, ambas n&o

visiveis pelo homem (MISERENDINO, 1995).
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O laser é considerado uma fonte luminosa que utiliza a luz emitida por
um atomo ou molécula para estimular a emisséo de mais luz por outros dtomos
ou moléculas e, neste processo, amplificar a luz original (BRUGNERA JUNIOR,;

PINHEIRO, 1998).

O termo laser procede da lingua inglesa e é o acrébnimo de Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo de Luz por
Emissdo Estimulada de Radiacdo). Esta radiacdo é eletromagnética, ndo
ionizante, sendo um tipo de fonte luminosa com caracteristicas bastante
distintas de uma fonte de luz fluorescente ou de uma lampada comum. S&o
justamente as caracteristicas especiais desse tipo de luz que a faz ter
propriedades terapéuticas importantes, uma vez que otimiza a micro-circulacéo

(WALSH, 2003).

Gracas as suas propriedades, é utilizado em varias aplicacdes dentro da
Medicina e da Odontologia. O tipo mais usado nos tratamentos clinicos
odontologicos é o laser em baixa poténcia, pois tem acdo analgésica,
antiinflamatéria e bioestimulante, contribuindo para regeneracdo dos tecidos

(BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

A interagdo entre o raio laser e o tecido pode gerar efeitos biomodulador
ou ablativo, os quais dependem do comprimento de onda e de sua afinidade
pelo tecido irradiado, bem como da densidade de poténcia e o tempo de
irradiacdo. A radiacéo laser é bem tolerada pelos tecidos e pode ser usada sem
riscos para o paciente ndo apresentando contra-indicagdo para gestantes, nem
portadores de marca-passo (PINHEIRO, 1998). Pode-se afirmar que o

tratamento com laser em baixa poténcia é um tipo de terapia ndo-invasiva,
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indolor, ndo-térmica e asséptica, sem efeitos colaterais, com boa relagdo custo-
beneficio (LIM et al., 1995).

Embora a radiacdo laser ndo tenha capacidade ionizante, isto é, ndo
rompa ligagbes quimicas, sua propriedade de inducao fotobioldgica € capaz de
provocar alteracdes bioquimicas, bioelétricas e bioenergéticas nas células
(KARU, 1999).

A monocromaticidade indica que cada meio que gera laser corresponde
a um unico comprimento de onda. Esta caracteristica € considerada o atributo
mais importante da luz laser, porque determina quais biomoléculas absorveréo
a radiacdo incidente e, portanto, a interacdo fotobiolégica e os efeitos
terapéuticos especificos (KARU, 1989).

O comprimento de onda da luz laser esta diretamente relacionado ao
meio ativo onde esta ocorrendo a emissao estimulada, podendo este ser de
natureza solida, liquida, gasosa ou semicondutores (componentes eletrénicos).
Estes meios ativos podem ser estimulados por descargas elétricas, fontes
luminosas como lampadas de flash ou por outro laser (PINHEIRO, 1998).

Devido ao tipo de emissdo de energia obtido na cavidade Otica de
aparelhos de laser — emissao estimulada — todos os foétons sdo coerentes, ou
seja, suas energias se somam, deslocando-se na mesma regido, movendo-se
em fases iguais no tempo e no espaco. Por fim, a colimacdo é a propriedade
pela qual o laser apresenta feixes paralelos e unidirecionais. Um sistema de
lentes permite concentrar toda a energia do laser em um Unico ponto focal

(GENOVESE, 2000).
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Os laseres situados na regido do vermelho e do infravermelho proximo,
do espectro eletromagnético, agem na biorregulacdo ou normalizacdo das
funcdes celulares dos tecidos irradiados. Os equipamentos mais utilizados com
esta finalidade sao os de Hélio-Nednio (He-Ne), com emissdo em 1632,8nm, e
os diodos semicondutores como Arseneto de Galio (GaAs) e Arseneto de Galio
e Aluminio (GaAlAs), com comprimentos de onda de A650nm e A830nm,
respectivamente (FERREIRA, 2002; DAMANTE et al., 2004).

Os laseres de diodo sao os emissores de menores dimensdes existentes
e podem ser produzidos em grande escala. Gragas a sua eficiéncia e pequeno
tamanho sdo especialmente adequados para a utilizacdo em clinica
odontologica. Normalmente, os encontrados no mercado sdo do tipo de
heterojuncgéo, ou seja, formados pela unido de dois ou mais materiais distintos
(LOPES, 2004). O mais utilizado em Odontologia € o de Arseneto de Galio e
Aluminio (DAMANTE et al.,, 2004; NICOLAU et al.,, 2003). As vantagens
geradas pela facilidade de aquisi¢cdo, por ser um equipamento mais simples em
relacdo aos de alta poténcia, como baixo custo, objetividade, praticidade
proporcionada pelo sistema de transmissdo, simplicidade na realizacdo dos
procedimentos e obtencdo de bons resultados, tornaram este tipo de aparelho

mais popular (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998; TUNER; HODE, 2002).

Pode-se afirmar que os laseres de diodo, incluido ai o de GaAlAs,
devido a suas propriedades peculiares, pode produzir um efeito biol6égico em
nivel celular que consiste, fundamentalmente, na estimulagcédo seletiva das
mitocondrias, o que determinara significativo aumento na producdo de ATP.

Este processo é chamado fotobioestimulacao. Assim sendo, séo utilizados para
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aliviar a dor, controlar a inflamagéo e o edema estimulando o reparo tecidual

(TUNER; HODE, 2002).

O laser de GaAlAs ocasiona fotobiomodulacdo através de efeitos
fotoquimicos, fotoelétricos ou fotofisicos. O aumento da temperatura local ndo
excede a 1°C (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998). Portanto, os efeitos
biol6gicos ndo podem ser atribuidos ao aumento de calor. A intensidade destes
depende do metabolismo celular ou da condicdo clinica tecidual antes da

irradiacdo (CASALECHI et al., 2007).

A energia laser proporciona as células e tecidos um aumento no
trofismo, normalizando as deficiéncias e equilibrando as desigualdades
(GENOVESE, 2000). Dentro do grupo de efeitos fotoquimicos do Laser em
Baixa Poténcia, podemos incluir a ac¢do biomoduladora, estimulando ou
inibindo atividades enzimaticas e reacées fotoquimicas (BRUGNERA JUNIOR;

PINHEIRO, 1998).

Os parametros fundamentais para uma apropriada comparacdo de
dados de um protocolo de irradiacdo da luz laser sdo 0s seguintes:
comprimento de onda, freqiéncia, poténcia, diametro do raio, tempo de
irradiacdo, densidade de poténcia, dose e intervalos de tratamento (TUNER;
HODE, 2002).

Para que a radiacéo laser produza algum efeito bioldgico, € necessario
gue ela seja absorvida de forma a interagir com estruturas moleculares e
celulares dos tecidos vivos. A extensao da interacao entre a radiacéo laser e 0s
tecidos vivos € determinada pelo comprimento de onda e pelas propriedades

Opticas de cada tecido (PINHEIRO, 1998).
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A dosimetria ideal para a terapia laser ainda é controversa, dependendo,
portanto, de alguns fatores como distancia entre a pele e o aparelho laser,
sistema Optico do aparelho, tipo de fonte do laser, reflexdo, transmisséo,
disperséo, absorcdo e profundidade do tecido tratado. Além desses, ha
parametros, como: comprimento de onda, duracdo do tratamento, densidade
de energia, numero de irradiacbes e modo de liberacdo, que deveriam ser
levados em consideracdo (BJORDAL et al. 2003; LUCAS et al., 2002).

De um modo geral, podemos dizer que a dosimetria varia de acordo com
a indicacdo do caso. Por exemplo, efeito antidlgico, de 2 a 4J/cm?
antiinflamatério, de 1 a 3J/cm?, regenerativo, de 3 a 6J/cm? e circulatério, de 1 a
3J/cm? (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

Os incrementos de ATP mitocondrial que se produzem apds a irradiacéo
com laser favorecem um grande numero de reacdes que interferem no
metabolismo celular (PASSARELLA et al.,, 1984). Karu et al. (1995), em um
estudo com cultura de células, evidenciaram que o indice de ATP celular ndo
muda durante os primeiros 15 minutos apos a irradiacao e que isto s6 acontece
20 minutos mais tarde. E posteriormente concluiram que em estados
patolégicos, o laser interfere no processo de troca ibnica, acelerando o
incremento de ATP (KARU et al., 1999).

A radiagcdo do laser de baixa poténcia, absorvida pelos tecidos, pode
atuar de duas formas. Primeiro, através de efeitos bioquimicos, estimulando a
liberacdo de substancias, como por exemplo: histamina, serotonina, bradicinina
e heparina. Segundo, modificando reagdes enziméticas normais, tanto no

sentido de excitacdo quanto de inibicdo. O efeito bioldégico do laser consiste,
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fundamentalmente, em energia luminosa a ser depositada no tecido, que se
transforma em energia vital, produzindo efeitos primarios (diretos), efeitos
secundarios (indiretos) e efeitos terapéuticos gerais (AMAT et al., 2006).

A resposta fotobioldgica pode ser devido a absor¢cdo de comprimento de
onda especifico por algum fotorreceptor molecular desconhecido que participe
nas reacbes metabdlicas da célula, as quais ndo necessariamente estejam
ligadas diretamente a resposta da luz laser por si mesmo (PINHEIRO; GERBI,
2006).

Dessa forma conclui-se que os efeitos bioldgicos dos laseres, operando
em baixa poténcia, dependem, principalmente, de sua monocromaticidade e
fluéncia, assim como da fase de crescimento em que as células receberam a
irradiacdo (KARU et al.,, 1995). Apesar dos inumeros beneficios descritos
guando da utilizacdo do laser de diodo, vale salientar que este pode causar
dano radicular se os parametros de irradiacdo ndo forem adequados
(KREISLER et al., 2002)

O efeito da FBML, ndo esta presente, apenas, no dominio dos tecidos
moles, mas, também, no que se refere a formacdo 6ssea, uma vez, que a
irradiacdo laser provoca um aumento na atividade dos osteoblastos e uma
diminuicdo no numero de osteoclastos (NINOMIYA et al., 2007). Além disso,
pesquisas na literatura tém mostrado resultados positivos em relagédo ao reparo
do tecido 6sseo, diminuindo a dor e o periodo de regeneracdo (CASALECHI et
al., 2007). Sua utilizacédo pode funcionar como acelerador da reparacao 0ssea,
de maneira que o 0sso neoformado nessas situacdes, apresenta qualidade

superior aquele que ndo sofreu 0 mesmo procedimento terapéutico (SAITO;
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SHIMIZU, 1997). Como consequiéncia, pode ocorrer aceleracdo do movimento
dentario, acompanhado de remodelacdo do osso alveolar (KAWASAKI;

SHIMIZU, 2000).

Avaliando, morfometricamente, a quantidade de osso neo-formado apos
irradiagdo com laser GaAlAs, A830nm, 40mW, diametro do feixe 1mm,
4,8J/cm?, 12 aplicacdes, 7 e 28 dias, em feridas cirurgicas criadas em fémur de
rato, Silva Jr. et al. (2002) concluiram que, nessas condi¢cdes experimentais,

houve aumento no reparo 6sseo na fase inicial da cicatrizacao.

Khadra (2005), investigando a agédo do laser GaAlAs, 1,5 e 3J/cm?,
sobre a capacidade de aumentar o potencial de 6sseo-integracdo do implante
de titanio, concluiu que este recurso terapéutico pode promover cicatrizagao
O0ssea e mineralizacao e, portanto, ser clinicamente benéfico na neo-formacéao
O0ssea em defeitos cirargicos. Afirmou, ainda, que este tipo de laser é eficaz

guando usado como tratamento adicional para acelerar a 6sseo-integragao.

Na regeneracdo de tecido duro, tem sido demonstrado que o efeito da
FBML promove um reparo 6sseo mais rapido. Estudando um grupo de 48 ratos
(24 no grupo irradiado e 24 no grupo controle), com o laser de GaAlAs de
A660nm, diametro do feixe 0,08cm?, 0,005W, 10J/cm2 com exposicao no 22, 42,
6° e 8° dias apds a cirurgia, concluiu-se que houve aumento da atividade das
células Osseas (reabsorcdo e formacdo) ao redor do local do reparo, sem

mudancgas na estrutura (NICOLAU et al., 2003).
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2.3 Movimento Dentério e Fotobiomodulacao Laser

E possivel que os efeitos da fotobiomodulacio sobre a regeneragéo
O0ssea ndo dependa somente da dose total de irradiacdo mas, também, do
tempo e modo de irradiacdo. Estudos indicam que o osso irradiado com laser
infravermelho mostra aumento de proliferacdo osteoblastica, deposicdo de
coldgeno e neoformacgdo 0ssea, quando comparado com 0sso néo irradiado
(PINHEIRO; GERBI, 2006).

Galvéao et al. (2006) afirmam que o laser GaAlAs de A780nm, 30mW,
diametro do feixe 4mm?, 112,5J/cm? 12 sessdes de 2,5 minutos cada, cinco
vezes por semana, acelera, diretamente, o processo de reparo 0sseo em
osteotomia realizada na tibia de ratos da raca Wistar.

O laser em baixa poténcia tem sido usado no tratamento de muitas
condigbes patologicas, com varios efeitos clinicos, incluindo a cicatrizacdo de
lesdes de tecidos moles e duros. O efeito do comprimento de onda, densidade
de energia, dosimetria e tempo de exposicdo sdo parametros que necessitam
de melhor compreensdo (COOMBE et al., 2001). Contudo, existem trabalhos
demonstrando que os osteoblastos, em meio de cultura especifico, apresentam
maior proliferacdo, quando irradiado pelo laser de GaAlAs, no modo pulsado,
sugerindo ser este um recurso importante para as respostas biolégicas na
formacédo 6ssea (UEDA; SHIMIZU, 2003).

Cruz et al. (2004), selecionaram 11 pacientes, que foram divididos em
dois grupos: controle e irradiados, submetidos a retragcdo dos caninos. No

grupo experimental, o laser de diodo semicondutor de GaAlAs, A780nm, 20mW,
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5J/cm?, @4mm?, foi aplicado durante dez segundos, em cinco pontos na face
vestibular e cinco na face palatina, ao longo de quatro dias. Os pontos foram
assim distribuidos: dois no terco cervical da raiz (mesial e distal), dois no terco
apical (mesial e distal) e um no terco médio (centro da raiz). Ao final da
pesquisa, todos os pacientes demonstraram significante aceleragéo da retracéo

dos caninos no lado irradiado, quando comparados com o controle.

Youssef et al. (2008), avaliaram o efeito do laser diodo (GaAlAs),
A809nm, 100mW, 8J/cm?, na retracdo de canino e no nivel de dor durante o
tratamento ortodontico. Para tanto, foi selecionado um grupo de 15 pacientes,
com idade entre 14 e 23 anos. O plano de tratamento incluiu extracées dos
primeiros pré-molares superiores e inferiores, devido a auséncia de espacos
para o correto alinhamento dos dentes ou presenca de biprotrusées. O
tratamento ortodontico foi iniciado 14 dias apos a extragdo dos pré-molares. A
retracdo dos caninos foi acompanhada do uso de molas pré-fabricadas em
ambos os arcos. O lado direito das arcadas foi irradiado com laser enquanto o
lado oposto foi utilizado como controle. O laser foi aplicado nos dias zero, trés,
sete e 14. A mola de retracao foi reativada no 21°, dia em ambos os lados. Os
autores observaram que a velocidade de movimentacdo do canino foi maior e a

intensidade da dor menor no lado irradiado.

A aplicacdo do laser GaAlAs, 2J/cm?, em trés pontos, duas a trés vezes
por semana, foi descrito por Neves et al., em 2005, como fator acelerador da
reparacdo 6ssea nos casos de expansédo rapida da maxila. Corroborando esta
afirmativa, podemos citar Saito e Shimizu (1997), que investigaram em ratos,

os efeitos do laser diodo (GaAlAs), 100mW, aplicado na sutura, ao longo de
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sete dias (3 a 10min por dia), trés dias (7min por dia, de 0 a 2 ou de 4 a 6 dias)
e um dia (21min ininterruptos no dia zero). A regeneracdo 6ssea na sutura
palatina estimada pelo método histomorfométrico, no grupo laser com sete
dias, mostrou significante aceleracdo quando comparado com 0 grupo nao
irradiado; este aumento foi dose-dependente. A irradiacdo durante o periodo de
expansdo (0-2 dias) foi mais efetiva que no periodo mais tardio (4-6 dias).
Estes achados sugeriram que o laser pode acelerar a regeneracao 6ssea na
sutura palatina mediana durante a expansao rapida da maxila, e que este efeito
€ dependente ndo somente de sua dose total, bem como do tempo e da
frequéncia da irradiacdo. Esta técnica pode apresentar beneficios na
prevencdao de recidivas e diminuicdo do tempo de contencao apos regeneracao
0ssea da sutura palatina mediana.

O recrutamento de células precursoras do tecido hematopoiético esta
envolvido no processo de remodelacdo 0ssea, apdés a ativacado ortoddntica
(RODY JR. et al., 2001) e, segundo Aihara et al. (2006), o laser em baixa
poténcia facilita a diferenciacéo e ativagao de osteoclastos.

Mendes (2005), estudou a influéncia do laser GaAlAs, A830nm, 100mW,
diametro do feixe 0,6mm, 54J, ao longo de 14 dias, na movimentacao
ortoddntica numa pesquisa experimental em ratos. Os resultados sugeriram
que o laser influenciou, favoravelmente, a absor¢cdo Ossea alveolar induzida

pelo movimento ortoddntico, no lado de presséo.

Porém, os trabalhos nessa area séo bastante controversos. Ninomiya et
al. (2007), observaram que a irradiacdo a laser Nd:YAG, pulsado, A1064nm,

provocou aumento do volume 6sseo devido a maior atividade osteoblastica e a
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diminuicdo no numero de osteoclastos. Goulart et al. (2006) afirmaram que a
fotorradiagcdo com laser de diodo GaAlAs, A780nm, 70mW, 5,25J/cm?, durante
trés segundos, pode acelerar o movimento ortodéntico, enquanto a fototerapia
realizada com laser de diodo GaAlAs, A660nm, 70mW, 35J/cm?, durante 20

segundos, pode retarda-lo.

A irradiacéo de células fibroblasticas do ligamento periodontal humano
provocou alta proliferagéo destas, in vitro, donde se conclui que a aplicagdo do
laser GaAlAs, A809nm, 10mW, 7,84J/cm?, durante 75, 150 e 300 segundos,
revelou uma proliferacdo, consideravelmente, mais elevada que no grupo
controle. Porém, estudos clinicos sdo necessarios para avaliar se tal conduta
terapéutica pode beneficiar o tratamento que visa a regeneracéo periodontal
(KREISLER et al., 2003).

Na Ortodontia, temos exemplos, ainda, da utilizagéo do laser de GaAlAs
A790nm, com aplicacdo pontual 2J/cm2 no 4pice e 1J/cm2 em trés pontos ao
longo da raiz, a uma frequéncia de trés vezes por semana, esperando-se 0
efeito analgésico antiinflamatorio e bioestimulador para o reparo 6sseo (NEVES
et al.,, 2005). Em estudo semelhante, Ferreira Filho (2006), analisando 42
individuos adultos, de ambos o0s sexos, apls instalacdo de elasticos
separadores, onde metade da amostra foi irradiada com laser de diodo
A790nm, em duas sessdes, cada uma com 2J/cmz?, e a outra metade utilizada
como grupo controle, verificou que houve reducdo da dor, bem como o retardo
de seu inicio, nos paciente que sofreram aplicacdo do laser e que estes ainda

apresentaram melhor resposta da movimentacao dentaria.
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Podemos citar pesquisa realizada em coelhos, investigando os efeitos
guantitativos do laser pulsétil de 850nm (Optodan) e o laser continuo 630nm
(KLO3) no movimento dentério. Os animais receberam molas de niquel titanio,
com forca de 113,4g/F, objetivando a mesializagdo do primeiro molar inferior.
Ocorreu diminuicdo, estatisticamente significante, na movimentacdo dentéria
nos grupos onde os laseres foram aplicados. As irradiagbes aconteceram
durante nove dias consecutivos e as doses totais de energia nos grupos
infravermelho e vermelho foram de 8,1J e 27J, respectivamente. Apos 16 dias,
os animais foram sacrificados e foram tomadas medidas da distancia da
superficie distal do primeiro molar inferior a mesial do segundo molar inferior,

de forma a apresentar os resultados citados acima (SEIFI et al., 2007).

Um estudo randomizado, duplo cego, para testar a hipotese de que
ocorre aumento na velocidade de movimentagcdo ortodéntica, quando é
aplicado o laser em baixa poténcia, foi realizado em adultos jovens, ap0s
extracdo dos primeiros premolares. Os caninos foram retraidos com molas de
aco e os dentes irradiados com o laser de GaAlAs, A860nm, 100mW, diametro
do feixe 0,09cm?, densidade de poténcia 1,11W/cm?, 2,3J por ponto e dose
total de 25J/cm?, nas faces vestibular, distal e palatina. N&o houve diferenca
significante entre o grupo irradiado e o controle. Os autores sugerem que tal
fato pode ter ocorrido devido a dose utilizada, a qual foi considerada,

posteriormente, baixa (LIMPANICHKUL et al., 2006).

Considerando que os processos de reabsor¢do e neo-formagédo Ossea
necessitam de um eficiente sistema vascular (GIANELLY; GOLDMAN, 1971) e

gue a aplicacdo da radiacdo do laser de GaAlAs otimiza a micro-circulagdo
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(WALSH, 2003), pode-se supor que € possivel obter melhores resultados,
lancando mao deste recurso terapéutico, na clinica ortoddntica. Pensando
assim, é que este trabalho foi desenvolvido com a finalidade de compreender
melhor questdes pertinentes ao movimento dentario e especialmente, a
possibilidade de acelerar o processo, reduzindo o tempo necessario para a

resposta bioldgica ante a acéo da forca ortodontica.
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3 PROPOSICAO

Avaliar as reacdes histologicas, decorrentes do movimento dentario
induzido ortodonticamente, em ratos da espécie Rattus norvegicus submetidos
a fototerapia laser, analisando qualitativamente aspectos como densidade
vascular—polpa, inflamacéo—polpa, densidade vascular—periodonto,
inflamacg&o—periodonto, hialinizacdo, osteoclastos, osteoblastos, colageno—

pressao, colageno—tensao e reabsorcao radicular.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa, foram utilizados 30 ratos saudaveis da
espécie Rattus norvegicus. Os animais eram todos machos, adultos jovens,
com trés meses de idade e peso variando entre 250g e 300g, obtidos no
Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da
Bahia - UFBA.

O protocolo de pesquisa foi submetido a apreciacdo do Comité de Etica
em Pesquisa do Laboratorio de Experimentacdo Animal da Faculdade de
Odontologia da UFBA, recebendo o parecer favoravel da comissao (Anexo A).

Foi utilizado o método experimental, com todos os procedimentos,
obedecendo as recomendacdes éticas e legais especificadas para a
experimentacdo animal (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1980;
COLEGIO BRASILEIRO DE EXPERIMENTACAO ANIMAL, 1991).

Os animais foram distribuidos em trés grupos, contendo dez em cada
um, sendo cinco do Grupo Controle e cinco pertencentes ao Grupo Laser, 0s
quais foram submetidos a irradiacdo com GaAlAs. Os do Grupo Controle foram
utilizados para caracterizar a movimentacao ortodontica normal, sem irradiacéo
laser, servindo de parametro para comparacdo com o0s animais do Grupo

Laser.
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4.1 Condigdes Ambientais

Os animais foram mantidos no laboratério de experimentacdo animal da
Faculdade de Odontologia da UFBA, em gaiolas coletivas contendo no maximo
cinco animais cada, com temperaturas entre 22°C e 26°C, e iluminacao dia e
noite. Cada gaiola foi forrada com raspas de madeira (maravalha), que foram
substituidas, a cada dois dias, propiciando, assim, condi¢cdes favoraveis de
higiene e preenchendo os requisitos fisico-quimicos necessarios para a saude
e bem-estar dos animais (FINEP, 1996).

A alimentacao se constituiu de ragdo apropriada (Purina Labina — Ratos)
e agua ad libitum. A racédo foi triturada por um processador de alimentos, a fim
de se evitar eventuais danos a aparelhagem ortodéntica, durante a mastigacao.

Os animais foram pesados no inicio da pesquisa, e semanalmente, até
sua conclusdo, com o objetivo de se observar quaisquer alteracdes de peso

relacionadas a alimentagdo e/ou as condi¢cdes experimentais.

4.2 Caracterizacao e Manipulacdo da Amostra

Considerando que o laser em baixa poténcia € um recurso de acao
sistémica, para avaliar o efeito do mesmo, foi necessario estabelecer um grupo
controle distinto de cada grupo irradiado. Desta forma, os grupos foram
constituidos de dez animais cada, denominados de G7, G13 e G19, de acordo
com o tempo experimental de sete, 13 e 19 dias, sendo cinco para controle e

cinco para a movimentacgao ortodéntica associada a fototerapia laser.
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Os animais foram identificados, em sua cauda, com um lapis hidrocor
(Pilot Color 850) nas cores preto (Grupo Controle) e vermelho (Grupo Laser),
fazendo-se a quantidade de circulos correspondente ao seu numero no

experimento (Fig. 1)

Figura 1 Identificagdo do animal quanto ao grupo pertencente (HABIB, 2008).

4.3 Configuragcdo e Montagem do Aparelho

A férmula dental do rato, no arco superior, se caracteriza pela presenca
de dois incisivos na regido anterior e seis molares (trés de cada lado) na regiao
posterior.

Para a realizagdo da movimentagdo dentéria, foi utilizado um modelo de
aparelho desenvolvido por King et al. (1991), com modificagbes sugeridas por
Sobral (1999), e 0 mesmo instalado no arco dentario superior dos animais.

O sistema de forcas aplicado foi composto de duas seccdes de fio de
amarrilho 0,010” (Morelli®, Sorocaba, SP, Brasil), o qual foi fixado em ambas as
extremidades de uma mola fechada de niquel-titanio (Reflex® Closed Coil
Springs, light, 150g, 3mm, TP Orthodontics, Inc., La Porte, IN, United States of

America).
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Antes dos procedimentos de montagem do aparelho, os animais foram
anestesiados mediante uma associacdo de 12ml/100g de cloridrato de
cetamina (Vetaset®, S&o Paulo, SP, Brasil), com 6ml/100g de xilazina
(Coopazine® - Coopers, Sdo Paulo, SP, Brasil), por via intramuscular. Em
seguida, foi instalado um abridor de boca confeccionado com fio ortodéntico de
aco inoxidavel, diametro 0,09” (Morelli®, Sorocaba, SP, Brasil), com a finalidade
de facilitar o acesso a cavidade oral do animal durante os procedimentos
operatérios. Com o auxilio de uma pinga Mathieu (Zatty®, lacanga, SP, Brasil),
um dos lados do conjunto (mola e fios de amarrilho) foi adaptado na regido
cervical do primeiro molar superior esquerdo, passando abaixo da ameia distal

e trancado o fio ao redor do dente (Fig. 2).

Figura 2 Primeiro molar superior esquerdo com fio de amarrilho trancado na regiédo
cervical (HABIB, 2008).

Com o objetivo de se obter retencdo para fixacdo da outra extremidade
do conjunto na regido anterior, foi realizada uma perfuracdo entre os incisivos,

proxima a papila interdental, com o auxilio de uma broca esférica n®2 (KG
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Sorensen, Sao Paulo, SP, Brasil), montada em peca reta (Dabi Atlante,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil) adaptada a um motor elétrico BLM 600 (Driller,
Jaguaré, SP, Brasil). As secc¢bes do fio de amarrilho restantes foram trancadas
visando sua fixacdo na regido anterior. ApOs esta etapa, procedeu-se ao
condicionamento do esmalte dos incisivos superiores, com acido fosforico a
37% (Alpha Acid® - DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), por 15 segundos,
posteriormente removido com bolinhas de algoddo embebidas em soro
fisioloégico e secado com o auxilio de uma pera de latex sem valvula.

Concluida esta fase, o abridor de boca foi removido e o fio de amarrilho,
ja trancado, foi passado pelo orificio interincisal. Com o animal posicionado
sobre a maca cirurgica, horizontalmente, de forma que a linha de acéo da forca
estivesse paralela ao solo, a extremidade mesial do fio foi fixada a um
dinamdmetro de precisdo (25-250 dial type — HALDA® Halmstad, Swenden) e a
forca aferida em 40g/F (Fig. 3 A e B). Ap6s a afericdo, para se garantir a
continuacao da fidelidade da medida, o fio foi marcado justo a face palatina dos
incisivos superiores e mantido com a pinca Mathieu (Zatty®, lacanga, SP,
Brasil) nesta posicao (Fig. 3 C e D). E, desta forma, foi posicionado ao redor
dos incisivos e fixado com resina fotopolimerizavel (Fill Magic Ortodontico com

Fltor, Vigodent®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Fig. 4).
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Figura 3 A: dinambémetro de precisédo antes da aplicacdo da forca. B: forca aferida em
40g/F. C: marcacéo realizada justo a face palatina dos incisivos superiores.
D: apreenséo do fio com a pinca Mathieu na marcacéo (HABIB, 2008).

Figura 4 A: posicionamento do fio tran¢cado ao redor dos incisivos. B e C: fixacdo com
resina fotopolimerizavel. D: sistema de for¢cas confeccionado (HABIB, 2008).
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Os incisivos inferiores foram desgastados com uma ponta diamantada
tipo roda n® 3053 (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, Brasil) montada numa peca
reta (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) adaptada ao motor elétrico BML
600 (Driller), para se evitar danos ao aparelho durante o experimento (Fig. 5).
Com o objetivo de eliminar fatores mecanicos, como a forca mastigatoria, que
pudessem impedir a movimentagcdo mesial do primeiro molar superior
esquerdo, foi extraido o antagonista correspondente, utilizando-se uma pinca

mosquito (Golgran, S&o Caetano do Sul, SP, Brasil).

Figura 5 A: desgaste dos incisivos inferiores. B: aspecto dos incisivos inferiores apds o
desgaste (HABIB, 2008).

Finalizada a montagem do aparelho, foi procedida a lavagem dos olhos
dos animais, com soro fisiologico. Este procedimento é recomendado para

conforto do animal, evitando o ressecamento da regido ocular.
4.4 Aplicacao do Laser
O equipamento utilizado nessa pesquisa foi o laser diodo, modelo Unit

(Kondortech, S&o Carlos, SP, Brasil) com emisséao de radiagéo infravermelha,

comprimento de onda de A790nm, 40mW de poténcia, didmetro do feixe de
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2mm, dose total de irradiagéo de 20J/cm?, sendo 4,5J/cm? nos pontos mesial e
distal da regido palatina e 11J/cm? por vestibular, o qual foi aplicado via extra-
oral. Isto se deu devido a impossibilidade de obter-se o perpendicularismo
ideal, para aplicacdo do laser, intra-oralmente, o que, nos fez aumentar a dose,
neste ponto, em 20% por tratar-se de uma irradiagdo transcutanea. Para
obtencdo deste valor, foi levado em consideragdo que ocorre uma perda da
irradiacdo entre 8 a 10% gracas a reflexdo da luz e mais 10% para compensar
a barreira mecanica que o tecido representa.

Ao inicio de cada sessao de irradiacdo, os animais foram anestesiados
com a mesma substancia utilizada para a montagem do aparelho, sendo
aplicado um terco da dose recomendada, para aquela situacdo, uma vez que a
duracdo do procedimento demandava um tempo bem menor do que o
necessario para instalacao do sistema de forcas.

Todas as irradiacbes foram realizadas pelo mesmo operador e
ocorreram a cada 48 horas, ao longo de sete, 13 e 19 dias, a depender do
grupo ao qual o animal pertencia. A ponta do laser foi mantida perpendicular e
em contato com a mucosa durante o procedimento, com a finalidade de atingir
as fibras periodontais e o processo alveolar em torno do elemento dental em
guestdo. Para a aplicacdo extra-oral, foi necessario realizar tricotomia prévia da
regido e a marcagdo de um ponto de referéncia imediatamente distal (o laser
foi posicionado mesial a este ponto) ao primeiro molar superior esquerdo (Fig.

6).
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i

Figura 6 A: aplicagcdo na face mesial por palatino. B: aplicacdo na face distal por palatino.
C: tricotomia. D: marcagao do ponto de referéncia para aplicagdo extra-oral.
E: aplicacdo extra-oral do laser (HABIB, 2008).

4.5 Morte dos Animais e Processamento Histologico

A morte dos animais ocorreu ao final de cada periodo experimental
(sete, 13 e 19 dias). Para tanto, foi utilizado overdose anestésica, através da
associacdo de cloridrato de cetamina (Vetaset®, Sdo Paulo, SP, Brasil), com
xilazina (Coopazine® - Coopers, Sdo Paulo, SP, Brasil), via intramuscular. Apés
a morte, o aparelho ortoddntico foi removido com auxilio de alicate de corte de

fio de amarrilho (900-753), da 3M - Unitek® (Monrovia, CA, United States of
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America) e 0s 0ssos maxilares dissecados e osteotomizados para obtencgéo de
seccOes teciduais das regides dos primeiros molares superiores do lado

esquerdo, englobando estruturas periodontais e dentarias (Fig. 7).

Figura 7 Pe¢ca anatdmica analisada. A: face oclusal. B: face vestibular (HABIB, 2008).

As pecas foram imersas em solucdo de formol a 10%, para fixacao, por
24h. Apo6s esse periodo, foram descalcificadas, por mais 24h, em solugéo
contendo acido formico a 5%. Realizada a descalcificacdo, as pecas foram
incluidas em parafina. Cortes sagitais seriados de 4um, foram usados para
observacbes gerais em microscopia Optica e processadas para coloragdo com
hematoxilina e eosina — HE e picro-sirius. As laminas coradas com 0 picro-
sirius foram realizadas, especificamente, para analise da presenca do

colagenao.

4.6 Coleta de Dados e Anélise das Laminas

A leitura das secc¢des histologicas foi realizada em Microscopio ZEISS,
binocular - modelo Axiolab (Thornwood, NY, United States of America), do

Laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Odontologia da UFBA.
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Os cortes foram fotomicrografados por meio de sistema Digital Color Camera
SCC-131 da Samsung® (South Korea), acoplado ao microscépio utilizado.

Através dessas observacdes, foram realizadas analises descritiva e
semi-quantitativa dos cortes histolégicos obtidos, por um Unico observador,
devidamente calibrado, com experiéncia na area, levando em consideracao os
seguintes aspectos: densidade vascular; inflamacao; hialinizacdo; osteoclastos;
osteoblastos, colageno e reabsorcdo radicular. Assim, foram avaliadas as
areas de pressao e tensao do ligamento periodontal na regido da raiz mesial,
distal e zona de furca do primeiro molar superior esquerdo. A padronizacao da
analise semi-quantitativa, usada na analise microscopica, foi obtida pelos
critérios descritos na Tabela 1, a qual foi criada baseada no trabalho de Soares
(2006).

Concluida a analise semi-quantitativa, os dados foram tabulados e
receberam tratamento estatistico, por meio do software Analyse-it for Excel
1.68. Os testes de Kruskal-Wallis e exato de Fisher foram utilizados para
determinacdo das diferencas entre o0s grupos. Os resultados foram
considerados significantes quando foi encontrado p = 0,05. Inicialmente, foi
feita uma analise intra-grupo dos dados obtidos nos Grupos Controle e Laser,
avaliando cada parametro histolégico em relacdo aos tempos de sete, 13 e 19
dias. Em seguida, foi realizada uma analise comparativa intergrupos, destes
mesmos aspectos, buscando identificar as alteragcdes em cada tempo estudado

(Anexo D).
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Critérios utilizados para analise semi-quantitativa de microscopia 6ptica (HABIB, 2008).

Ausente

Densidade —
vascular

Inflamacgéo o

Hialinizacao _

Osteoclastos -

Osteoblastos -

Colageno —

Reabsorcao

radicular

Discreta

Presenca de vasos

em até 25%

da area observada

Presenca de
células
mononucleares
em até 25% da
area observada

Presenca em uma

area associada a
zona pressao

Presenca de
osteoclastos em
até 25% da area

observada

Presenca de
osteoblastos em
até 25% da area

observada

Presenca de
colageno em até
25% da area
observada

Presenca de
pontos de

reabsorcao em até

25% da area
observada

Moderada

Presenca de vasos
de 25% a 50%
da area observada

Presenca de
células
mononucleares
de 25% a 50% da
area observada

Presenca em duas
areas associada a
zona presséao

Presenca de
osteoclastos
de 25% a 50% da
area observada

Presenca de
osteoblastos
de 25% a 50% da
area observada

Presenca de
colageno
de 25% a 50% da
area observada

Presenca de
pontos de
reabsorcao de 25%
a 50% da area
observada

Severa

Presenca de
vasos em mais de
50% da area
observada

Presenca de
células
mononucleares
em mais de 50%
da area
observada

Presenca em
mais de duas
areas associada
a zona pressao

Presenca de
osteoclastos
em mais de 50%
da area
observada

Presenca de
osteoblastos
em mais de 50%
da area
observada

Presenca de
colageno
em mais de 50%
da area
observada

Presenca de
pontos de
reabsor¢cao em
mais de 50% da
area observada
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5 RESULTADOS

Andlise Histologica Descritiva

As seccdes histoldgicas exibiram fragmento de tecido 6sseo, com
implantagcédo de trés dentes caracterizados como molares superiores, do lado
esquerdo. Estas secc¢bes coradas com hematoxilina-eosina (HE) e picro-sirius,
dos Grupos G7, G13 e G19 (Controle e Laser), tiveram como area de analise a
regido localizada entre a raiz mesial do primeiro molar superior e a crista 6ssea
alveolar, situada entre esta unidade e o segundo molar. Assim, foi possivel
observar os aspectos histolégicos de cada lamina e estabelecer um valor
percentual para cada dado analisado (Anexos B e C).

Na regido submucosa gengival, entre o primeiro e o segundo molar
superior esquerdo, observou-se infiltrado inflamatdrio, de intensidade variavel
entre discreta e moderada, atribuido a presenca de artefato ortodéntico, em

todos os animais pertencentes ao experimento.

G7 - Controle e Laser

Como pode ser visto na figura 8, no Grupo Controle, a polpa coronaria
apresentou hiperemia vascular moderada, em 60% dos casos e discreta, em
40%. Em relagéo ao tecido periodontal, a densidade vascular foi considerada
discreta, em 80%, e moderada, em 20% dos casos. O tecido conjuntivo
apresentou inflamacdo, predominantemente, crbnica caracterizada pela
supremacia da populagédo de células mononucleares (linfocitos, plasmécitos e
macréfagos), em 100% dos casos, sendo a intensidade considerada moderada,

em 60%, e discreta, em 40%. Apesar do predominio de quadro proliferativo e
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inflamacé&o cronica, foi verificada a presenca de células inflamatérias do tipo
polimorfonucleares, neste tempo experimental, com intensidade moderada, em
60% dos casos e discreta, em 40%. No Grupo Laser, a polpa coronéria
também apresentou hiperemia vascular moderada, em 60% dos casos e
discreta, em 40%. Em relacdo ao tecido periodontal, a densidade vascular foi
considerada moderada, em 100% dos casos. O tecido conjuntivo também
apresentou inflamacdo, predominantemente, crbnica caracterizada pela
supremacia da populacdo de células mononucleares (linfécitos, plasmacitos e
macrofagos), em 100% dos casos, sendo a intensidade considerada discreta

em todos eles.
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Figura 8 Demonstracédo grafica da densidade vascular na polpa, inflamac&o na polpa,
densidade vascular no periodonto e inflamagédo no periodonto, no Grupo G7 —
Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

A figura 9 demonstra que, no Grupo Controle, a hialinizacéo foi discreta,
em 60% dos casos, moderada, em 20%, e ausente, nos 20% restantes,
localizando-se, principalmente, nas areas apicais das raizes mesial e distal.
Quanto a presenca dos osteoclastos, esta se fez de maneira discreta, em 60%

dos casos e moderada, em 40%, principalmente, no 0sso adjacente a raiz
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mesial e no septo intra-radicular. J& os osteoblastos tiveram presenca discreta,
em 60% dos casos e moderada, em 40%, principalmente, no osso alveolar
adjacente a raiz distal. No Grupo Laser, observou-se que a hialinizacdo foi
moderada, em 80% dos casos e ausente, em 20%. A presenca dos
osteoclastos foi moderada, em 100% dos casos, associados a periferia das
areas de hialinizacdo, enquanto os osteoblastos tiveram presenca discreta, em
60% dos casos, principalmente, no osso alveolar adjacente a face distal das

raizes mesial e mediana, e estavam ausentes, em 40%.
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Figura 9 Demonstracado grafica da quantidade de hialinizacdo, presenca de osteoclastos
e osteoblastos, no Grupo G7 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Pode ser observado na figura 10, que no Grupo Controle, a presenca de
colageno, ocorreu de forma moderada, em 60% dos casos e severa, em 40%.
Na area de pressao, esta se mostrou moderada, em 80% dos casos e severa,
em 20%; na de tensdo, foi considerada moderada, em 60% dos casos e
discreta, em 40%. Quanto a reabsorcao radicular nos primeiros molares, foi de
forma discreta, em 80% dos casos, restringindo-se as regibes das raizes

mesial e distal e intensa, em 20%, na raiz distal, envolvendo a face mesial da



58

mesma. No Grupo Laser, a presenca de colageno na area de pressao, foi de
maneira severa, em 60% dos casos e moderada, em 40%; na area de tenséo,
foi severa, em 60% dos casos, e moderada, em 40%. Em 60% dos casos, nao
foi observada reabsorcdo radicular em qualquer das raizes dos primeiros
molares. Nos 40% restantes, apareceu de forma discreta, restringindo-se a raiz

mesial.
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Figura 10 Demonstracdo grafica da quantidade de colageno nas areas de pressao,
tensdo e expressdo da reabsorcdo radicular, no Grupo G7 — Teste Kruskal-
Wallis (HABIB, 2008).

G13 — Controle e Laser

Conforme pode ser visto na figura 11, no Grupo Controle, a polpa
coronaria apresentou hiperemia vascular discreta, em 60% dos casos,
moderada, em 20% e ausente, nos 20% restantes. Em relacdo ao tecido
periodontal, a densidade vascular foi considerada ausente, em 60% dos casos
e discreta, em 40%. Apesar do predominio de quadro proliferativo e inflamacéo
cronica, neste tempo experimental, foi verificada a presenca de células
inflamatorias do tipo polimorfonucleares com intensidade discreta, em 60% dos

casos, severa, em 20% e ausente, nos 20% restantes. No Grupo Laser,
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observou-se que a polpa coronaria apresentou hiperemia vascular discreta, em
100% dos casos. Em relagdo ao tecido periodontal, a densidade vascular foi
considerada discreta, em 80% dos casos e ausente, em 20%. O tecido
conjuntivo apresentou inflamacdo, predominantemente, cronica caracterizada
pela supremacia da populagdo de células mononucleares (linfécitos,
plasmadcitos e macrofagos), sendo a intensidade considerada ausente, em 60%

dos casos, moderada, em 20% e discreta, em 20%.
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Figura 11 Demonstragao gréafica da densidade vascular na polpa, inflamagdo na polpa,
densidade vascular no periodonto e inflamagdo no periodonto, no Grupo G13
— Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Pode-se observar na figura 12, que no Grupo Controle, a hianilizacao foi
ausente, em 60% dos casos e discreta, em 40%, localizando-se,
principalmente, nas faces mesial da raiz distal e face distal da raiz mesial. A
presenca dos osteoclastos se fez de maneira discreta, em 40% dos casos,
moderada, em 40% e ausente em 20%, principalmente, nas regides da face
mesial da raiz mesial e osso interradicular. Ja os osteoblastos tiveram uma
presenca moderada, em 60% dos casos, principalmente, no osso interradicular

e crista 0ssea intermediaria, e discreta, em 40%. No Grupo Laser, em relacédo a
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hialinizagéo, observou-se que esta foi discreta, em 40% dos casos, ausente,
em 40% e severa, em 20%. A presenca dos osteoclastos se fez de maneira
discreta, em 80% dos casos e moderada, em 20%, associado a regido da face
mesial das raizes mesial e distal e osso interradicular. J& 0s osteoblastos
tiveram uma presenca moderada, em 60% dos casos e severa, em 40%,
principalmente, na area distal da raiz distal e porcdo distal do o0sso

interradicular.
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Figura 12 Demonstracéo gréafica da quantidade de hialinizagéo, presenca de osteoclastos
e osteoblastos, no Grupo G13 - Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Na figura 13, pode-se observar que a da presenca de colageno, no
Grupo Controle, na area de pressdo, foi de maneira discreta, em 80% dos
casos e moderada, em 20%; na area de tensdo, foi discreta, em 80% dos
casos e severa, em 20%. Quanto a analise da reabsor¢cdo radicular dos
primeiros molares, esta demonstrou que foi ausente, em 80% dos casos e
moderada, em 20%, restringindo-se as regibes das raizes mesial e distal. No
Grupo Laser, a presenca de colageno, na area de pressao, se mostrou severa,

em 40% dos casos, moderada, em 40% e discreta em 20%:; na area de tensao,
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foli severa, em 60% dos casos, moderada, em 20% e discreta em 20%. Em
60% dos casos, foi observada a reabsorcao radicular de maneira discreta, em
60% dos casos, moderada, em 20%, restringindo-se as regides mesiais das

raizes mesial e distal, e ausente, em 20%.
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Figura 13 Demonstracdo gréfica da quantidade de colageno nas &reas de pressao,
tensdo e expressado da reabsorcéo radicular, no Grupo G13 — Teste Kruskal-
Wallis (HABIB, 2008).

G19 — Controle e Laser

De acordo com a figura 14, no Grupo Controle, a polpa coronéria
apresentou hiperemia vascular discreta em 100% dos casos. Em relacdo ao
tecido periodontal, a densidade vascular foi considerada ausente, em .60% dos
casos, moderada, em 20% e discreta, nos 20% restantes. O tecido conjuntivo
apresentou inflamacdo, predominantemente, crbnica caracterizada pela
supremacia da populacdo de células mononucleares (linfécitos, plasmacitos e
macréfagos), em todos os casos, sendo a intensidade considerada discreta, em
100% deles. Apesar do predominio de quadro proliferativo e inflamacéo
cronica, neste tempo experimental, foi verificada a presenca de células

inflamatérias do tipo polimorfonucleares com intensidade discreta, em 60% dos
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casos, moderada, em 20% e severa, em 20%. No Grupo Laser, a polpa
coronaria apresentou hiperemia vascular ausente, em 80% dos casos e
discreta, em 20%. Em relacdo ao tecido periodontal, a densidade vascular foi
considerada ausente, em 80% dos casos e discreta, em 20%. O tecido
conjuntivo apresentou inflamacdo, predominantemente, cronica caracterizada
pela supremacia da populagdo de células mononucleares (linfécitos,
plasmadcitos e macréfagos), sendo a intensidade considerada discreta, em 40%

dos casos, ausente em 40% e moderada, em 20%.
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Figura 14 Demonstragao grafica da densidade vascular na polpa, inflamagdo na polpa,
densidade vascular no periodonto e inflamagédo no periodonto, no Grupo G19
— Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Pode-se observar na figura 15, que a hialiniza¢éo, no Grupo Controle, foi
ausente, em 80% dos casos e discreta, nos 20% restantes, localizando-se,
principalmente, na area distal da raiz palatina. A presenca dos osteoclastos se
fez de maneira discreta, em 80% dos casos e moderada, em 20%,
principalmente, no osso adjacente a raiz mesial e espaco interradicular. Os
osteoblastos tiveram uma presenca moderada, em 80% dos casos,

principalmente, na area distal do osso alveolar e espaco interradicular, e
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discreta, em 20%. No Grupo Laser, em relacao a hialinizacao, observou-se que
esta foi moderada, em 40% dos casos, ausente, em 40% e discreta, em 20%. A
presenca dos osteoclastos se fez de maneira moderada, em 60% dos casos,
discreta, em 20% e severa, nos 20% restantes, associado a periferia das areas
de hialinizacéo. Os osteoblastos tiveram uma presenca moderada, em 80% dos

casos, principalmente, no osso interradicular e distal da raiz mesial e ausente

em 20%.
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Figura 15 Demonstracédo gréafica da quantidade de hialinizagéo, presenca de osteoclastos
e osteoblastos, no Grupo G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Na figura 16, pode-se observar que a presenca de colageno, no Grupo
Controle, na area de presséo, foi de maneira discreta,em 80% dos casos e
moderada, em 20%; na area de tensdo, foi discreta, em 100% dos casos.
Quanto a analise da reabsorcdo radicular dos primeiros molares superiores,
esta demonstrou que foi ausente, em 60% dos casos e discreta, em 40%,
restringindo-se a regido da raiz mesial. No Grupo Laser, a analise da presenca
de colageno, demonstrou a existéncia desta proteina, na area de presséao, de

maneira severa, em 80% dos casos e discreta, em 20%:; na area de tensao, foi
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severa, em 60% dos casos, moderada, em 20% e discreta, em 20%. Quanto a
analise da reabsorcdo radicular dos primeiros molares superiores, esta
demonstrou que foi ausente, em 80% dos casos e discreta, em 20%,

restringindo-se a regiao da raiz mesial.
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Figura 16 Demonstracao grafica da quantidade de colageno nas éareas de presséo,
tensdo e expressédo da reabsorcgdo radicular, no Grupo G19 — Teste Kruskal-
Wallis (HABIB, 2008).

Ap6s a analise estatistica dos dados, verificou-se que a densidade
vascular na polpa foi significantemente menor no Grupo Controle G19 que no
G7 (p= 0,048). J& no Grupo Laser, esta diferenca foi observada no 13° dia do
experimento, apresentando-se significativamente reduzida em relagdo ao
Grupo G7 (p= 0,015). Esta reducgdo foi ainda mais expressiva no Grupo G19
(p= 0,001). Na comparacdo entre os Grupos Controle e Laser, notou-se
reducdo da densidade vascular da polpa (p= 0,001) no Grupo Laser G19 (Fig.

17).
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Figura 17 Demonstracao grafica da densidade vascular na polpa, observada nos Grupos
G7, G13 e G19 - Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Como pode ser observado na figura 18, houve uma reducdo
estatisticamente significante (p= 0,048) no nivel de inflamagédo da polpa, no
Grupo Controle do 7% ao 19° dia. No Grupo Laser, esta reducdo nio foi
estatisticamente significante. Na comparacao entre os grupos, observou-se que
a inflamagéo da polpa, no Grupo Laser, foi significativamente menor que no

Grupo Controle, nos tempos de sete e 13 dias (p= 0,015).
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Figura 18 Demonstragao grafica do nivel de inflamagé&o da polpa, observada nos Grupos
G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).
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A densidade vascular no periodonto do Grupo Controle sofreu uma
reducdo estatisticamente significante (p= 0,03) do 7° ao 19° dia. No Grupo
Laser, esta reducdo foi estatisticamente significante do 7° para o 13° dia (p=
0,001) e do 13° para o 19° dia (p= 0,015). Na analise comparativa entre os
Grupos Controle e Laser, houve aumento estatisticamente significante (p=
0,001) da densidade vascular no periodonto do Grupo Laser, somente aos sete

dias (Fig. 19).
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Figura 19 Demonstracao gréfica da densidade vascular no periodonto, observada nos
Grupos G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Sendo assim, pode-se observar que, no periodonto dos animais controle
(Fig. 20 A), a quantidade de vasos é significativamente menor que nos animais

irradiados (Fig. 20 B).
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Figura 20 Fotomicrografias demonstrando aumento da densidade vascular no
periodonto, quando comparado os Grupos G7, Controle (A) e Laser (B),
conforme indicam as setas. HE, aumento aproximado de 10x (HABIB, 2008).

Na figura 21, pode-se observar que o nivel de inflamacgéo do periodonto,
tanto no Grupo Controle como no Laser, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante quando comparado os tempos sete, 13 e 19 dias.
Porém, na analise comparativa intergrupos, esta foi significativamente menor
no Grupo Laser que no Controle, se utilizado como referéncia o tempo de sete

dias (p= 0,001).
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Figura 21 Demonstracdo grafica do nivel de inflamagdo do periodonto, observada nos
Grupos G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).
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A hialinizacdo teve sua expressao reduzida, de forma estatisticamente
significante (p= 0,000) no Grupo Controle, de sete para 19 dias, enquanto no
Laser esta reducdo se processou de sete para 13 dias, com valor também
estatisticamente significante (p= 0,015). Na analise comparativa entre 0s
grupos, verificou-se que o Grupo Laser apresentou indice de hialinizacédo
significativamente maior que o Controle nos tempos de sete (p= 0,007) e 19

dias (p= 0,048) (Fig. 22).
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Figura 22 Demonstracdo grafica do grau de hialinizagcdo no periodonto, observada nos
Grupos G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Assim, sete dias apés a aplicacdo da forca, por exemplo, ocorreu maior
indice de hialinizacdo nos animais irradiados, como pode ser observado nas

figuras 23 A e B.
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Figura 23 Fotomicrografias demonstrando aumento da &rea de hialinizacdo, quando
comparado os Grupos G7, Controle (A) e Laser (B), conforme indicam as
setas. HE, aumento aproximado de 10x (HABIB, 2008).

A presenca de osteoclastos nos Grupos G7 para G19, tanto no Controle
como no Laser, ndo sofreu alteracdo estatisticamente significante. Porém, a
analise comparativa entre os Grupos Controle e Laser revelou presenca de
osteoclastos significativamente maior no Grupo Laser, nos tempos sete dias

(p=0,015) e 19 dias (0,007) (Fig. 24).

100%

80%

O ausente
60% -

m discreta

20% | O moderada

0 severa

20% -

0% -
controle | laser |controle| laser | controle| laser

7 dias 13 dias 19 dias

Figura 24 Demonstracgédo gréafica do grau de expressividade da presenca de osteoclastos,
observada nos Grupos G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Como exemplo da maior presenca de osteoclastos nos animais
irradiados, em comparacao ao Grupo Controle, ao tempo de sete dias, pode-se

observar as figuras 25 A e B.
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Figura 25 Fotomicrografias demonstrando maior presenca de osteoclastos, quando

comparado os Grupos G7, Controle (A) e Laser (B) , conforme indicam as
setas. HE, aumento aproximado de 20x (HABIB, 2008).

A presenca de osteoblastos, no Grupo Controle, ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante entre os tempos sete, 13 e 19 dias. No
Grupo Laser, a presenca de osteoblastos aumentou, significativamente (p=
0,015), de sete para 13 dias. Contudo, ao comparar-se a presenca destas
células entre os Grupos Controle e Laser, foi encontrada diferenca,
estatisticamente significante (p= 0,009), ao tempo experimental de 13 dias (Fig.

26).
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Figura 26 Demonstracéo gréfica do grau de expressividade da presenca de osteoblastos,
observada nos Grupos G7, G13 e G19 - Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).
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A quantidade de colageno na area de pressao sofreu reducao
significativa (p= 0,015), do 7° para o 13° dia, no Grupo Controle. Quando
analisado o Grupo Laser, nesta mesma regido, ndo houve alteracéo
estatisticamente significante. A analise comparativa entre 0s grupos revelou
gue o Grupo Laser apresentou quantidade significativamente maior de
colageno que o Controle, na area de pressédo, nos tempos 13 dias (p= 0,007) e

19 dias (p= 0,001) (Fig. 27).
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Figura 27 Demonstracdo grafica da quantidade de colageno na éarea de presséo,
observada nos Grupos G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Na area de tensdo do Grupo Controle, a quantidade de colageno
aumentou significativamente (p= 0,048), do 7° ao 19° dia. No Grupo Laser,
contudo, ndo houve alteracdo estatisticamente significante. A andlise
comparativa intergrupos revelou maior quantidade de colageno na area de
tensdo, nos Grupos Laser G7 (p= 0,015) e G19 (p= 0,015), em relacdo ao

Grupo Controle (Fig. 28).
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Figura 28 Demonstracdo grafica da quantidade de coldgeno na area de tensao,
observada nos Grupos G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).

Exemplificando a maior quantidade de coldgeno existente na area de
tensdo, nos animais irradiados, do G7, em relacdo aos que serviram de

controle, pode-se observar as figuras 29 A e B.

ol £ L b e,
Figura 29 Fotomicrografias demonstrando aumento da presenca de colageno, na area de
tensdo, quando comparado os Grupos G7, Controle (A) e Laser (B), conforme
indicam as setas. Picro-sirius, aumento aproximado de 4x (HABIB, 2008).

A intensidade de reabsorcdo radicular ndo apresentou variagao,
estatisticamente significante (p= 0,03), nos diferentes tempos do Grupo
Controle. Contudo, houve diminui¢édo, estatisticamente significante (p= 0,03),
no Grupo Laser, do 13° ao 19° dia. A andlise comparativa entre os Grupos

Controle e Laser revelou que, aos sete dias, houve maior reabsorgéo radicular,
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estatisticamente significante (p= 0,015), no Grupo Controle, como pode ser

observado nas figuras 30 A e B.

3

o O\ R«
SN

radicular, quando comparado os Grupos G7, Controle (A) e Laser (B),
conforme indicam as setas. HE, aumento aproximado de 20x (HABIB, 2008).

Ja no tempo experimental de 13 dias, foi significativamente maior (p=

0,015) no Grupo Laser, como demonstra a figura 31.

100%
80% -~
@ ausente
60% + m discreta
40% O moderada
0 sewvera

20% -

0% -

controle
laser
controle
laser
controle
laser

7 dias 13 dias 19 dias

Figura 31 Demonstragdo gréfica da intensidade de reabsorcéo radicular, observada nos
Grupos G7, G13 e G19 — Teste Kruskal-Wallis (HABIB, 2008).
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6 DISCUSSAO

Vérias pesquisas tém sido realizadas, na busca pela reducéo do tempo
do tratamento ortoddntico, utilizando para isto a agdo de mediadores quimicos,
hormbnios, farmacos e outras modalidades terapéuticas (COOMBE et al.,
2001; COLLINS; SINCLAIR, 1988; DREVENSEK et al., 2006; GOKCE et al.,
2008; KAWASAKI; SHIMIZU, 2000; PINHEIRO, 2006; PINHO, 2007,
SPROGAR et al., 2007).

O modelo de experimentacéo animal, nestes trabalhos, tem sido, em sua
grande maioria, o rato, gracas especialmente, a maior velocidade do
metabolismo destes animais em relacdo aos humanos (MEIKLE, 2006; REN et
al., 2004).

Os resultados obtidos, em varios estudos, sugerem que a
fotobiomodulacdo laser é capaz de promover alteracdes histologicas em
questdes importantes da movimentacdo dentaria (AIHARA, 2006;
LIMPANICHKUL et al.,, 2006; MENDES, 2005; UEDA; SHIMIZU, 2003;
YOUSSEF, 2008).

Considerando a fototerapia laser um procedimento terapéutico de acao
sistémica (TUNER; HODE, 2002), foi criado, na presente pesquisa, um Grupo
Controle, distinto do grupo que sofreu irradiagdo, como ocorreu em alguns
trabalhos citados na literatura (KAWASAKI; SHIMIZU 2000; SEIFI et al. 2007),
mesmo existindo pesquisas que foram realizadas sem este critério (CRUZ et
al., 2004; GOULART et al., 2006; LIMPANICHKUL et al., 2006; YOUSSEF et
al., 2008). Para a fototerapia laser, foram utilizados equipamento e parametros

ja descritos em pesquisas anteriores (CRUZ et al., 2004; FERREIRA FILHO,
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2006; GOULART et al., 2006; KAWASAKI; SHIMIZU, 2000; LIMPANICKUL et
al., 2006).

A forca inicial incorporada a mola foi de 40g/F, de forma continua, de
acordo com estudos anteriores (PINHEIRO, 2006; PINHO, 2007). Foram
utilizados os incisivos superiores como ancoragem para o0 movimento dentario,
levando em consideracdo o tamanho da raiz destas unidades e o aspecto de
irrupcdo continua que 0s mesmos apresentam.

A aplicacdo do laser intra-oral ocorreu na face palatina, nos pontos
mesial e distal. Contudo, pela impossibilidade de conseguir o paralelismo ideal
na face vestibular do animal, esta aplicacdo se deu por via extra-oral. Foi
realizada tricotomia da &rea correspondente, para que o maximo de energia
fosse absorvida. Entretanto, em trabalho semelhante, utilizou-se fibra 6ptica
com 0,6mm de diametro para atingir tal objetivo (KAWASAKI; SHIMIZU, 2000)

A densidade vascular do periodonto, nos animais que sofreram
irradiacdo, apresentou aumento estatisticamente significante no 7° dia apés a
aplicacdo da forca (Fig. 19, pag. 68; Fig. 20, pag. 69). O resultado que foi
encontrado neste trabalho coincide com o relato, na literatura, de que a
aplicacdo do laser em baixa poténcia otimiza a micro-circulacdo (WALSH,
2003). Quanto a densidade vascular na polpa, ocorreu comportamento
semelhante ao apresentado pela densidade vascular do periodonto, havendo
expressiva reducdo no Grupo Laser G19, em relagdo ao Grupo Controle do

mesmo tempo (Fig. 17, pag. 67).
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A inflamacdo na polpa, nos animais pertencentes ao Grupo Laser, foi
menor gue nos animais utilizados como Controle, ja no 7° dia (Fig. 18, pag. 67).
Tais resultados, mais uma vez, concordam com a afirmativa de que a aplicacao
do laser em baixa poténcia otimiza a micro-circulacdo (WALSH, 2003) e que a
fotobiomodulagéo é capaz de controlar a inflamacédo e o edema, estimulando o
reparo tecidual (TUNER; HODE, 2002). Da mesma forma, a inflamagdo no
periodonto foi menor no Grupo Laser do que no Grupo Controle, tomando como
referéncia o tempo de sete dias (Fig. 21, pag. 69).

Existe alteracdo no processo inflamatorio através de alteracao vascular
com acumulo de eritrcitos e leucdcitos no interior dos vasos, especialmente,
na area mesial da polpa, tanto coronaria quanto radicular, quando o dente esta
sendo movimentado ortodonticamente (SANTAMARIA JR. et al., 2007). Sabe-
se que a acao do laser nestas situacfes, contribui para a reducédo da resposta
inflamatoria, além do que € importante lembrar que o movimento do dente
através do 0sso, depende da reacgdo inflamatoria local do tecido dento-alveolar
(MILLER et al., 2007).

A zona de hialinizac@o é uma &rea de necrose estéril, impossibilitando a
acdo dos osteoclastos, no sentido de realizarem a reabsorgdo 0ssea. Assim,
pode-se afirmar que, quanto menor for sua duracdo, durante o processo de
remodelagcdo Ossea, mais rapidamente ocorrera 0 movimento dentario
(CONSOLARO, 2002; MELSEN, 2001; PROFFIT, 2002; REITAN, 1960;1985).

Neste trabalho, os animais utilizados como controle, tiveram a expressao
da hialinizacdo reduzida, significativamente, apés 19 dias (Fig. 22, pag. 70).

Contudo, os animais irradiados apresentaram maior indice de hialinizacéo sete
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dias apds a aplicacdo da forca, sofrendo reducao significante ja apds 13 dias
(Fig. 23, pag. 71).

Quando ocorre compressdo do ligamento periodontal, ante a acdo de
uma forca ortododntica, estimulos geradores de inflamacdo local s&o
desencadeados favorecendo o surgimento de um micro-ambiente favoravel a
reabsorcdo Ossea (CONSOLARO, 2002; WAGLE et al.,, 2005). Pode-se
imaginar as unidades de absorcao 6ssea caracterizadas, principalmente, pelos
osteoclastos e macrofagos (STAINS; CIVITELLI, 2005; MORAES et al., 2002).
Neste trabalho, ocorreu maior presencga de osteoclastos nos animais irradiados,
nos tempos de sete e 19 dias, quando comparado aos animais utilizados como
controle (Fig. 24, pag. 71; Fig. 25, pag. 72). Acredita-se que este resultado seja
decorrente dos efeitos da fotobiomodulacdo laser, que atua estimulando ou
inibindo as atividades enzimaticas e fotoquimicas (BRUGNERA JUNIOR;
PINHEIRO, 1998; GENOVESE, 2000).

Existem trabalhos na literatura que afirmam que o recrutamento de
células mesenquimais indiferenciadas, presentes na corrente sanguinea, esta
envolvido no processo de remodelacdo Ossea, apds a ativacao ortododntica
(RODY JR. et al.,, 2001). Onde existe distensdo no ligamento periodontal, o
estimulo promovera a diferenciacdo destas células em osteoblastos e
fibroblastos (FERREIRA, 2002; MORAES et al., 2002; NOJIMA; GONCALVES,
1996). A aposicdo 6ssea ocorre pela acao dos osteoblastos, na area de tensdo

(GOTZ et al., 2006).
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Nesta pesquisa, observou-se que a presenca de osteoblastos, apesar de
ter aumentado significantemente do 7° ao 13°, dia apds a aplicacdo da forca
nos animais irradiados, ndo apresentou diferenca estatisticamente significante
guando comparados os diferentes Grupos (Fig. 26, pag. 72). Tal resultado,
concorda, em parte, com a afirmativa de que o efeito da fotobiomodulagéo laser
promove o aumento da atividade dos osteoblastos (NINOMIYA et al., 2007).
Além disso, pesquisas tém mostrado resultados positivos em relacdo ao reparo
0sseo, diminuindo a dor e o periodo de regeneracdo (CASALECHI et al., 2007).
Nessas situacdes, o 0sso neoformado apresenta qualidade superior aquele que
nao sofreu 0 mesmo procedimento terapéutico (SAITO; SHIMIZU, 1997),
podendo ocorrer aceleracdo do movimento dentario, acompanhado de
remodelagéo do osso alveolar (KAWASAKI; SHIMIZU, 2000; KHADRA, 2005;
NICOLAU et al., 2003; SILVA JUNIOR et al., 2002). Outros estudos indicam
gue o efeito da fotobiomodulacdo sobre a regeneracdo Ossea ndo depende
somente da dose total de irradiacdo mas, também, do tempo e do modo de
irradiacdo (PINHEIRO; GERBI, 2006). Além disso, fatores como comprimento
de onda, densidade de energia e dosimetria, SGo parametros importantes, que
necessitam de melhor compreensdo (COOMBE et al.,, 2001). Silva Jr. et al.
(2002) afirmam que os efeitos da FBML em o0sso, ainda, ndo sdo bem
conhecidos devido a resultados conflitantes, ndo sabendo se ocorre no 0sso,
em geral, ou se é apenas uma estimulacao de células isoladas.

Neste trabalho, a quantidade de colageno, na area de pressao, no grupo
irradiado, foi maior que nos animais utilizados como controle, observados no

13° e 19° dias (Fig. 27, pag. 73). JA na area de tensdo, esta proteina
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apresentou aumento significativo nos animais irradiados, observados no 7° e
no 19° dias (Fig. 28, pag. 74; Fig. 29, pag. 74). Acredita-se que este resultado
ocorreu gracas a fotobiomodulacdo laser, a qual possui a capacidade de
estimular a proliferacdo de fibroblastos, ocorrendo aumento na deposicao de
colageno, além da diminuicdo do edema local, de maneira a favorecer a neo-
vascularizagdo (GUPTA et al., 2001; KREISLER et al., 2003; PINHEIRO;
GERBI, 2006; RENDELL et al., 1997).

N&o houve diferenca significativa quanto a reabsorcéo radicular nos G13
e G19. Contudo, nos animais do G7, esta ocorreu em menor intensidade nos
irradiados, que nos controles (Fig. 30, pag. 75; Fig. 31, pag. 75). Este resultado
foi semelhante ao de pesquisas que utilizaram farmacos, como clodronato e
cloreto de gadolinio, aplicados em ratos, para verificar a movimentagéo
dentéaria induzida, onde ocorreu, também, diminuicdo da reabsorgéo radicular

(PINHEIRO, 2006; PINHO, 2007).

Os cementoblastos, presentes na superficie do cemento, sdo células
gue nao tém receptores para os mediadores quimicos indutores de reabsor¢ao
0ssea (CONSOLARO, 2002). Uma vez que o processo inflamatério induzido,
ortodonticamente, pode causar reabsorgéo radicular, a fotobiomodulagéo laser
pode atuar como elemento inibidor deste processo (FOO et al., 2007), como
sugerem os resultados da presente pesquisa. Além disto, sabe-se que a
reabsorcao radicular acontece, geralmente, em areas adjacentes a zona de
hialinizacdo (HARRIS, 2000), e foi demonstrado, neste estudo, que os animais
irradiados apresentaram maior indice de hialinizagcdo no 7° dia, enquanto nos

animais utilizados como Controle, esta s6 diminuiu no192 dia.
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7 CONCLUSAO

A fototerapia laser (A790nm, 40mW, 20J/cm?, @~2mm) demonstrou a
possibilidade de ocorrer alteracdes histoldgicas em aspectos importantes do
movimento dentario induzido, como aumento da densidade vascular,
diminuicdo da inflamacéo, diminuicdo do periodo de hialinizacdo, aumento da
presenca de osteoclastos, aumento na quantidade de coldgeno nas areas de

presséo e de tensdo e diminuicdo da reabsorcéao radicular.
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SUGESTAO

Sugere-se que 0s aspectos analisados, nesta pesquisa, sejam
avaliados, também, com a utlizacdo de marcadores imunohistoquimicos

especificos.
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ANEXO B
Tabela 2
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Distribuicdo do percentual de animais cujos cortes histolégicos exibiram ausente, discreta,
moderada ou severa, presenca da densidade vascular—polpa, inflamacdo—polpa, densidade
vascular—periodonto, inflamag&o—periodonto, hialinizagdo, osteoclastos, osteoblastos, colageno
presséo, colageno tenséo e reabsorgao radicular, no Grupo Controle — Teste exato de Fisher

(HABIB, 2008).

7 dias 13 dias 19 dias
controle controle controle
Densidade vascular polpa ausente 0 20 0
discreta 40 60 100
Valor de p= 0,048 (7/19) moderada 60 20 0
severa 0 0 0
Inflamacéo polpa ausente 0 20 0
discreta 40 80 100
Valor de p= 0,048 (7/19) moderada 60 0 0
severa 0 0 0
Densidade vascular
periodonto ausente 0 60 60
discreta 80 40 20
Valor de p= 0,03 (7/19) moderada 20 0 20
severa 0 0 0
Inflamac&o periodonto ausente 0 20 0
discreta 20 60 60
moderada 80 0 20
severa 0 20 20
Hialinizag&o ausente 20 60 80
discreta 60 40 20
Valor de p= 0,000 (7/19) moderada 20 0 0
severa 0 0 0
Osteoclastos ausente 0 20 0
discreta 60 40 80
moderada 40 40 20
severa 0 0 0
Osteoblastos ausente 0 0 0
discreta 60 40 20
moderada 40 60 80
severa 0 0 0
Coléageno presséo ausente 0 0 0
discreta 0 80 80
Valor de p= 0,015 (7/13) moderada 80 20 20
severa 20 0 0
Colageno tensao ausente 0 0 0
discreta 40 80 100
Valor de p= 0,048 (7/19) moderada 60 0 0
severa 0 20 0
Reabsorcéo radicular ausente 0 80 60
discreta 80 0 40
moderada 20 20 0
severa 0 0 0
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ANEXO C

Tabela 3
Distribuicdo do percentual de animais cujos cortes histolégicos exibiram ausente, discreta,
moderada ou severa, presenca da densidade vascular—polpa, inflamacdo—polpa, densidade
vascular—periodonto, inflamag&o—periodonto, hialinizagdo, osteoclastos, osteoblastos, colageno
pressédo, colageno tensdo e reabsorcao radicular, no Grupo Laser — Teste exato de Fisher
(HABIB, 2008).

7 dias 13 dias 19 dias
laser laser laser
Densidade vascular polpa ausente 0 0 80
Valor de p= 0,015 (7/13) discreta 40 100 20
Valor de p= 0,001 (13/19) moderada 60 0 0
severa 0 0 0
Inflamacéo polpa ausente 0 60 40
discreta 100 20 40
moderada 0 20 20
severa 0 0 0
Densidade vascular
periodonto ausente 0 20 80
Valor de p= 0,001 (7/13) discreta 0 80 20
Valor de p= 0,015 (13/19) moderada 100 0 0
severa 0 0 0
Inflamacgéo periodonto ausente 0 0 0
discreta 100 100 60
moderada 0 0 40
severa 0 0 0
Hialinizagao ausente 20 40 40
discreta 0 40 20
Valor de p= 0,015 (7/13) moderada 80 0 40
severa 0 20 0
Osteoclastos ausente 0 0 0
discreta 0 80 20
moderada 100 20 60
severa 0 0 20
Osteoblastos ausente 40 0 20
discreta 60 0 0
Valor de p= 0,015 (7/13) moderada 0 60 80
severa 0 40 0
Colageno presséo ausente 0 0 0
discreta 0 20 20
moderada 40 40 0
severa 60 40 80
Colégeno tenséo ausente 0 0 0
discreta 0 20 20
moderada 40 20 20
severa 60 60 60
Reabsorcéo radicular ausente 60 20 80
discreta 40 60 20
Valor de p= 0,03 (13/19) moderada 0 20 0

severa 0 0 0
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ANEXO D

Tabela 4
Distribuicdo do percentual de animais cujos cortes histolégicos exibiram ausente, discreta,
moderada ou severa, presenca da densidade vascular—polpa, inflamacdo—polpa, densidade
vascular—periodonto, inflamag&o—periodonto, hialinizagdo, osteoclastos, osteoblastos, colageno
presséo, colageno tensdo e reabsor¢do radicular, nos Grupos Controle e Laser — Teste exato
de Fisher (HABIB, 2008).

7 dias 13 dias 19 dias
controle laser controle laser controle Laser
Densidade
vascular ausente 0 0 20 0 0 80
polpa discreta 40 40 60 100 100 20
moderada 60 60 20 0 0 0
severa 0 0 0 0 0 0
Inflamagéao ausente 0 0 20 60 0 40
polpa discreta 40 100 80 20 100 40
moderada 60 0 0 20 0 20
severa 0 0 0 0 0 0
Densidade
vascular ausente 0 0 60 20 60 80
periodonto discreta 80 0 40 80 20 20
moderada 20 100 0 0 20 0
severa 0 0 0 0 0 0
Inflamagéao ausente 0 0 20 0 0 0
periodonto discreta 20 100 60 100 60 60
moderada 80 0 0 0 20 40
severa 0 0 20 0 20 0
Hialinizagao ausente 20 20 60 40 80 40
discreta 60 0 40 40 20 20
moderada 20 80 0 0 0 40
severa 0 0 0 20 0 0
Osteoclastos ausente 0 0 20 0 0 0
discreta 60 0 40 80 80 20
moderada 40 100 40 20 20 60
severa 0 0 0 0 0 20
Osteoblastos ausente 0 40 0 0 0 20
discreta 60 60 40 0 20 0
moderada 40 0 60 60 80 80
severa 0 0 0 40 0 0
Colageno pressdo ausente 0 0 0 0 0 0
discreta 0 0 80 20 80 20
moderada 80 40 20 40 20 0
severa 20 60 0 40 0 80
Colageno tensdo  ausente 0 0 0 0 0 0
discreta 40 0 80 20 100 20
moderada 60 40 0 20 0 20
severa 0 60 20 60 0 60
Reabsorcéao
radicular ausente 0 60 80 20 60 80
discreta 80 40 0 60 40 20
moderada 20 0 20 20 0 0

severa 0 0 0 0 0 0



