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RESUMO

Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito da Laserterapia em baixa
intensidade na reparacdo de feridas cirargicas produzidas no tecido 6sseo de ratos
da raga Wistar. Para isso, foi artificialmente produzido um orificio no fémur dos ratos
e guatro dias apés, os ratos foram submetidos a radioterapia externa com fonte de
cobalto radioativo na dosagem de 3000 cGys. O grupo experimental recebeu
adicionalmente sete sessdes de Laserterapia de 780 nm, 40 nW, 100 J/cm?, por 100
seg. (quatro pontos ao redor da ferida cirirgica) a cada 48 h, iniciadas
imediatamente apoOs a cirurgia. Esses animais foram sacrificados em trés e cinco
semanas. Os resultados foram baseados nas andlises clinica, radiografica digital e
histolégica. Clinicamente, embora os ratos tenham ganhado massa corporal com o
decorrer do experimento (p< 0,05), aqueles submetidos a Laserterapia apresentaram
reacdes inflamatorias cutaneas. Na avaliacao radiografica observou-se que em todos
0S casos, a excecdo do grupo ndo submetido a Laserterapia e sacrificado em cinco
semanas, a média dos niveis de cinza da perna submetida a radioterapia foi menor
que a da perna contra-lateral, embora ndo tenha havido diferenca estatistica (p>
0,05). Em relacdo aos achados histologicos, o numero de ostedcitos (p< 0,0001) e
de canais de Harvers (p< 0,0001) foi significativamente maior nos grupos irradiados
com Laser, em todos os tempos de sacrificio. Em relacdo aos osteoblastos, pode-se
observar que existiu associagdo entre sua presenca e 0s grupos submetidos a

Laserterapia (p< 0,05). Pode-se concluir entdo que, com as doses aplicadas e
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tecido 6sseo, que tendeu a normalizar com tempo e que Laserterapia aumentou a
atividade de remodelagdo Ossea e irrigacdo sanguinea local, embora tenha

provocado reac¢des cutaneas adversas.

UNITERMOS: Radioterapia, Laserterapia, Osteorradionecrose.
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The goal of this work was to evaluate the effect of a low intensity
Lasertherapy in the healing of surgical wounds produced in bone tissue of Wistar
rats, few days before the beginning of the radiotherapy. For this, an orifice was
artificially produced on the femur bone of the rats and four days after, the rats had
been submitted to an external radiotherapy with a radioactive source of cobalt in the
dosage of 3000 cGys. The experimental group received addicionally seven sessions
of 780nm, 40nW, 100J/cm? Lasertherapy (25J/cm2 in four points around the surgical
wound) at each 48 h, initiated at the day of the surgery. These animals had been
sacrificed in three and five weeks. The results were based on the clinical, digital
radiographic images and histologic analyses. Clinically, even though the rats had
gained body mass with elapsing of the experiment (p< 0,05), those who has been
submitted to the Lasertherapy presented cutaneous inflammatory reactions. In the x-
ray evaluation it was observed that in all the cases, with the exception of the group
not submitted to the Lasertherapy and sacrificed with five weeks, the average of the
gray levels of the leg submitted to the radiotherapy was minor than the counter-lateral
leg, even though it didn't have statistical difference (p> 0,05). Regarding the
histologic findings, the number of osteocits (p< 0,0001) and Harvers channels (p<
0,0001) was significantly larger in the groups that had been radiated with Laser, in all
sacrifice times. Regarding the osteoblasts, it can be observed that exist associations
between its presence and the groups submitted to the Laserterapy (p<0,05). It can be
concluded that, with the doses applied and protocol followed during the present

study, the radiotherapy determined the bone tissue reabsorption, with tended to
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and local blood irrigation, even so it has provoked adverse cutaneous reactions.

UNITERMS: Radioterapy, Laserterapy, Osteorradionecrosis.
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Dentre as modalidades terapéuticas em oncologia, a radioterapia
representa um recurso bem estabelecido para o tratamento do cancer em cabeca e
pescoco, consistindo na utilizacdo de radiagBes eletromagnéticas no tratamento dos
tumores (BOYER et al., 2000). E de fundamental importancia a prevencdo e o
controle dos efeitos secundarios, induzidos pelo tratamento radioterapico de cabeca
e pescoco, uma vez que estes podem limitar o tratamento oncolégico, chegando
mesmo a impor sua interrupgdo definitiva, o que comprometera o controle local do

tumor (LABBATEL; LENH; DENARDIN, 2003).

Na radioterapia de cabeca e pesco¢o destacam-se os efeitos da radiacéo
sobre o tecido 6sseo, que podem determinar o aparecimento da osteorradionecrose.
Esta doenca de dificil controle pode advir ap6és uma exodontia ou outro
procedimento odontolégico nos ossos maxilares que estabeleca uma porta de
entrada aos microorganismos patogénicos. Isso porque o0 0sso irradiado torna-se
menos vascularizado e assim mais susceptivel a uma infeccdo. Para evitar as
complicacdes inerentes aos tratamentos odontologicos apés a radioterapia, incluindo
a osteorradionecrose, recomenda-se que uma adequacdo do meio bucal seja
realizada antes do inicio das sessfes de radioterapia. Porém nem sempre tais
medidas profilaticas sdo realizadas, principalmente pela ndo participagdo do
cirurgido-dentista na equipe multidisciplinar oncoldgica. Nesses casos, se 0S
pacientes necessitarem, em algum momento do periodo pés-tratamento, sobretudo

no primeiro ano apoés a radioterapia, de intervengdes odontoldgicas cirurgicas, estas
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disponiveis para esses casos, como antibioticoterapia, debridamento da lesédo e
aplicacdo de oxigenacdo hiperbarica, ndo surtem os efeitos desejados na maioria
das vezes, culminando com a necessidade de ressec¢do do fragmento Osseo

necrosado ou mesmo mandibulectomia total em certas situagdes.

Tratamentos alternativos precisam ser pesquisados, ndo apenas para
serem aplicados durante o periodo pdés-radioterapia, mas também para acelerar a
cicatrizacdo de feridas ocorridas num periodo prévio muito proximo do inicio das
sessdes de radioterapia. As aplicacfes clinicas da luz Laser tém sido amplamente
estudadas. Particularmente a Laserterapia de baixa intensidade tém se mostrado
bastante eficaz no reparo de tecido 6sseo (DORTBUDAK; HAAS, MAILATH-
POKORNY; 2002; FREITAS; BARANAUSKAS; CRUZ-HOFLING, 2000; WEBER,

2003).

Dessa forma, esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
Laserterapia em baixa intensidade na reparagéo de feridas cirargicas produzidas no
tecido 0sseo de ratos da raca Wistar, aplicada quatro dias antes do inicio da

radioterapia.
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2.1- RADIOTERAPIA

A radioterapia vem evoluindo desde a descoberta dos raios X por
Roentgen em 1895, da radioatividade por Becquerel e do primeiro elemento
radioativo, o radio, pelo casal Curie (GARCIA, 2002). Porém, somente em 1922, no
congresso de Internacional de Oncologia em Paris, a radioterapia foi reconhecida
como disciplina médica (SPENCE; JOHNSTON, 2001).

O objetivo dessa modalidade terapéutica é a destruicdo de células
neoplasicas malignas com o minimo grau de morbidade aos tecidos normais
adjacentes, porém a radiossensibilidade da populagcdo de células tumorais
raramente corresponde a tal premissa. Dessa maneira, a dose de radiacéo
necessaria para o tratamento muitas vezes € limitada pela tolerancia dos tecidos

normais incluidos nos campos irradiados (BOYER et al., 2000).

O alvo da radiacédo ionizante na radioterapia € o DNA da célula. O periodo
mais susceptivel da célula a acdo da radiacdo é durante a fase de mitose, quando o
material genético celular estd duplicado. A maior parte da radiacdo usada nesta
modalidade de tratamento consiste em raios X de alta energia que, quando
atravessam o tecido, liberam uma determinada quantidade de energia. Essa energia
liberada é que causa a remoc¢do dos elétrons dos orbitais mais externos dos 4tomos

gue constituem as células, formando atomos instaveis ou ions. Esses elétrons
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eles proprios (SPENCE; JOHNSTON, 2003).

A indicagcdo da radioterapia no tratamento do cancer ocorre em trés
circunstancias: quando n&do ha outro tratamento curativo; a terapia alternativa &
considerada toxica ou como funcdo paliativa em casos avancados. Tem como
finalidade a interrupcdo do crescimento e reproducdo de células neoplasicas e
normais. Como as células malignas crescem rapidamente, muitas delas estardo se
dividindo e serdo mais susceptiveis a radioterapia do que as células normais

(LORENCETTI; SIMONETTI, 2005).

Existem duas formas basicas de aplicacdo de radioterapia: teleterapia e
braquiterapia. A escolha da radioterapia depende do tipo de cancer e da
profundidade em que se encontra o tumor e requer varias visitas ao centro de
radioterapia. Uma vez estabelecido o plano de tratamento e o tipo de aplicacéo o
paciente poderd iniciar a radioterapia, porém nao significa que o protocolo

determinado inicialmente ndo sera mudado até o final das sessdes (DE VITA, 1997).

Quando as fontes radioativas sdo colocadas no interior dos tumores, a
aplicacdo € denominada de braquiterapia intersticial. Mas também existe a
braquiterapia intracavitaria, isto €, a vaginal. Esta especialidade da radioterapia,
também conhecida como curieterapia ou endocurieterapia, surgiu dos experimentos
iniciais do casal Curie com fontes de radio. Na década de sessenta foi estimulada

pelo desenvolvimento de técnicas com carga postergada (afterloading) e, mais
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altas taxas de dose (SPENCE; JOHNSTON, 2003).

Na teleterapia ou radioterapia externa, a fonte de radiacdo produz um
feixe de raios que é emitido pelo equipamento a distancia variavel de 80 a 100 cm
da pele do paciente e é dirigida ao tumor. Os principais aparelhos sdo os
aceleradores lineares (Linacs). Esses aparelhos podem gerar elétrons ou raios X de
alta energia. Os elétrons tém pequena penetracdo tecidual e, portanto, sdo usados
no tratamento de lesdes superficiais, como canceres de pele (SALVAJOLI et al.,

1999).

Outra fonte de radiacdo externa € o cobalto 60. A medida que sua meia-
vida declina, ele emite raios gama e é util no tratamento de metastases 6sseas. Os
aparelhos sdo comumente chamados de telecobaltoterapia (SPENCE; JOHNSTON,

2003).

7

A telecobaltoterapia € uma terapia com comprovada eficacia no
tratamento do cancer e determina uma elevacao da estimativa de vida ou até mesmo
a cura do paciente. Isso se deve a alta precisdao do procedimento no campo de
irradiacao e pelo total de energia depositada. O aparelho que utiliza o cobalto como
fonte de energia é comumente chamado de bomba de cobalto (www.
humanitasoline.co/HOL/index, 14/10/05).

A unidade de medida usada em radioterapia € o Gray, sendo mais
frequente a utilizagdo do seu submdltiplo, o centigray (1 Gy = 100 cGy). O

fracionamento convencional em radioterapia externa consiste na administracdo de
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consegue o melhor compromisso entre uma taxa relativamente baixa de efeitos
secundarios tardios e uma taxa de controle tumoral relativamente elevada. As doses
de radiagdo empregadas para o tratamento dos tumores malignos de cabeca e
pescoco podem ser de até 7.000 cGy, podendo ter indicacdo exclusiva, pré- ou pos-

operatodria (BOYER et al., 2000).

Sabe-se, h4 muito tempo, que a tolerdncia dos tecidos normais a
irradiacdo ndo é funcdo apenas da dose, mas também do fracionamento e do
volume do érgéo irradiado. Para os fracionamentos habituais (180 a 200 cGy/dia,
cinco vezes por semana) foram criados alguns indices bioldgicos que estimam riscos
de lesdo dos tecidos normais com determinadas doses de radiacdo. Esses indices
geralmente sdo baseados em dados experimentais com irradiacdo de animais em
laboratdrio, na experiéncia clinica de radioterapeutas e extrapolagdes matematicas
utilizando os conceitos modernos de radiobiologia. A Normal Tissue Complication
Probability (NTCP) é um indice que representa a probabilidade de uma determinada
complicagdo ocorrer em um tecido que esteja recebendo quaisquer doses de
irradiacdo. Foi descrito primeiramente por Dritschilo et al. (1978), mas atualmente
varios modelos j& foram desenvolvidos para o seu calculo e andlise. Esses modelos
basicamente se diferenciam na forma como a varidvel volume € colocada nos
modelos matematicos, supondo-se que, para diferentes érgéos, o volume irradiado
tenha pouca ou muita importancia para o desempenho de determinada fungcdo. Com
vistas a essas diferencas, graficos podem ser criados para ajudar na andlise dos

histogramas dose-volume (BURMAN et al., 1991).


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary

g use period has ended, 30
. 3 CO m p | ete Thank you for using
; PDF Complete.
Click Here to upc
pse-volume para analise do plano de tratamento foi

introduzido ha mais de duas décadas e hoje é uma ferramenta indispensavel para a
analise de dose em tecidos normais. Ele pode ser expresso em suas formas:
diferencial e integral. A primeira expressa a taxa e uniformidade da dose em um
determinado volume de 6rgédo, ou seja, informacdes sobre pontos quentes ou frios
no volume desejado. Ja no seu formato integral, o histograma dose-volume nos da
uma relagdo quantitativa entre a dose de tratamento e o volume. Por fornecer

informagbes quantitativas mais claras, a forma integral € a mais utilizada

(KUTCHER; JACKSON, 2000).

S&o varios os trabalhos que tém sido feitos recentemente analisando as
diferentes formas de aplicacdo da radioterapia e procurando novos meétodos para
gue sejam calculadas as dosagens de aplicacdo cada vez mais precisas. O uso de
sistemas de planejamento tridimensional em radioterapia tem facilitado a andlise e
comparacao entre diversos planos de tratamento. Estes sistemas se baseiam na
reconstrucdo tridimensional das imagens obtidas em exames de tomografia
computadorizada e integragdo destas imagens com o plano de tratamento. Assim,
consegue-se prever, de maneira mais exata, as doses de radiacao que envolvem o
tumor e os tecidos normais adjacentes. Dessa forma, foi realizado um estudo por
Pitagoras et al. (2003) com o objetivo de comparar diversas técnicas de irradiacéo
para o cancer de esoOfago. Para tanto foi utilizado sistema de planejamento
tridimensional. Em um paciente com carcinoma espinocelular de es6fago médio,
foram estudadas as seguintes técnicas de tratamento: dois campos antero-
posteriores e dois campos latero-laterais paralelos e opostos, trés campos em "Y" e

em "T" e quatro campos em "X". Foram obtidos os histogramas dose-volume,
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foram analisados de acordo com as recomendacdes da NTCP e Tumor Control
Probability (TCP). Quanto as doses de irradiacdo em pulmédo, a melhor opg¢éo foi a
técnica em dois campos antero-posteriores paralelos e opostos. A medula foi mais
poupada quando se utilizaram campos latero-laterais. Como conclusao do estudo foi
sugerida a combinacéo de pelo menos duas técnicas de tratamento: antero-posterior
e as técnicas com campos em "Y", "T" ou latero-laterais, para o balanceamento das
doses em pulmdes e medula espinhal. Ou, ainda, a utilizacdo de técnicas de trés

campos durante todo o tratamento.

Além da preocupacdo em se pesquisar novas técnicas de aplicacdo da
radioterapia, tém sido feitos também trabalhos com o intuito de analisar as
vantagens de uma terapia combinada em certas situagbes. Novos avangos vém
sendo incorporados no tratamento radio e quimioterapico do carcinoma epidermdide
de cabeca e pescogo. Apesar do prognéstico reservado dos tumores avangados,
sabe-se que existe a possibilidade de se incorporar protocolos combinados de
quimioterapia e radioterapia com intuito de preservagcédo de 6rgdos ou paliacdo em
estagios de doenca recorrente ou localmente avangcada que ndo sdo bons
candidatos a cirurgia. Nesse contexto, ha uma necessidade urgente de incorporar
questionérios de qualidade de vida e avaliagdo funcional nos estudos de
preservacao de 0rgaos, além de assegurar a importancia do resgate cirirgico depois
de protocolos radio-quimioterapicos. Pensando nisso, foi realizado por Herchenhorn;
Dias (2004) uma extensa revisdo dos avangos que vém ocorrendo no tratamento
ndo cirargico do cancer de cabeca e pesco¢o, com especial atencdo a diferentes

protocolos de radioterapia, novas combinacdes de quimioterapia, terapia e
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tratamento adjuvante apds cirurgia.

Apesar dos avancos obtidos no conhecimento sobre essa doenca e seu
tratamento, o simples fato de se utilizar a palavra cancer para designar um conjunto
de patologias tumorais ja indica a necessidade da integracdo entre os vértices
psicologico e médico, pois se observa enorme conteudo emocional ligado a idéia
cancer. E comum a associagdo do cancer com doenca fatal, vergonhosa e
comumente considerada como sinbnimo de morte, 0 que contribui para que as
pessoas mantenham sentimentos exclusivamente pessimistas sobre a doenga

(EPSTEIN, et al, 1999).

Dessa forma, foi realizado um estudo por Lorencetti; Simonetti, (2005)
onde foram avaliadas diversas formas de se manejar o estresse de adaptacdo a uma
situacdo. O sucesso desse manejo vai depender das estratégias de enfrentamento,
definido como um processo utilizado para controlar as demandas da relacéo
individuo-ambiente que serdo elaboradas pelo individuo. Este trabalho teve como
objetivo identificar as formas de enfrentamento utilizadas diante dessa doenca e do
tratamento. Realizou-se estudo qualitativo, através da Analise de Discurso do Sujeito
Coletivo. Foram entrevistados dezesseis pacientes em tratamento radioterapico,
sendo a amostra constituida por conveniéncia. Pode-se observar que o0s
participantes, ao enfrentarem o cancer e a radioterapia elaboraram estratégias de
enfrentamento, tanto baseadas na emoc¢ao, como no problema. Como resultado foi
observado que a maioria dos individuos entrevistados foi do género feminino, o que

correspondeu a 75% da amostra e a faixa etaria mais prevalente foi a de 60 a 69
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tipo de cancer. Isso pode representar o efeito cumulativo da exposi¢cao, ao longo da

vida, aos agentes carcinogénicos.

2.2- EFEITOS COLATERAIS DAS RADIACOES

A radioterapia é um dos tratamentos de eleicdo para pacientes portadores
de neoplasias de cabeca e pescoco, porém verifica-se que o aparecimento de
sequelas é praticamente inevitavel. O tipo de resposta do sistema ou 6rgao atingido,
suas alteracbes morfolégicas e funcionais visiveis e detectaveis, dependem de
determinada dose de radiacdo em um periodo dado de tempo. Estas sequelas
incluem dermatites nas regifes irradiadas, caries de irradiagdo, principalmente em
dentes em mau estado de conservacdo, xerostomia, quando a terapia atinge as
glandulas salivares maiores e alteracdes inflamatdrias ou infecciosas da cavidade
bucal denominadas genericamente de "mucosite” (LABBATEL; LEHN; DENARDIN,

2003).

Esses efeitos adversos, de acordo com o periodo em que ocorrem, sao
classificados em agudos e tardios. A morbidade aguda ocorre durante a radioterapia
e acomete tecidos com alta taxa de renovacao celular, como a mucosa bucal. Os
efeitos tardios podem apresentar-se meses ou anos ap6s o tratamento, ocorrendo
em tecidos e 6rgdos de maior especificidade celular, como musculos e 0ssos, bem
como comprometendo a formacdo dentaria, o desenvolvimento e o crescimento,
quando o tratamento é realizado durante a infancia (LABBATEL; LENH; DENARDIN,

2003).
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Ha trés fases distintas de efeitos da radioterapia. Os efeitos iniciais
geralmente sdo observados durante o tratamento ou nas primeiras semanas apés a
sua conclusao. Os efeitos da radiacado aguda ocorrem principalmente em tecidos que
se renovam como a pele, a mucosa bucofaringeana, o intestino delgado, o reto, a
mucosa vesical e a mucosa vaginal. Esses tecidos proliferam rapidamente para
permitir a resolucdo rdpida de uma reacdo excessiva. Efeitos intermediarios
geralmente ocorrem varias semanas a meses apos a conclusao do tratamento, e 0s
efeitos tardios geralmente sdo encontrados muitos meses a anos apos o tratamento.
Na verdade, os efeitos tardios sdo aqueles que limitam a dose empregada na
radioterapia. Esses efeitos incluem necrose, fibrose, formacéo de fistula, ulceracao
nao cicatrizada e lesdo de 6érgdos especificos. A oncogénese também é um efeito
tardio da radioterapia. Clinicamente, os efeitos tardios parecem depender da dose

total de radiacao e da quantidade da fracao de radiacdo (BOYER, 2000).

Os tecidos normais tendem a repopular as regides irradiadas com mais
facilidade que os tumorais, embora os tumores também o facam. Como existem
muito mais tecidos sadios do que tumorais nas regides irradiadas, esta caracteristica
favorece o tratamento. Devido a varios defeitos metabdlicos inerentes a atividade
mitoética das neoplasias, a regeneracdo tende a ser menos eficaz para danos
subletais. Tecidos normais tendem a se recuperar entre duas aplicacoes, desde que
haja um intervalo de ao menos quatro horas, enquanto que os tumorais tendem a

demorar mais ou ndo o fazem (SALVAJOLI; SOUHAMI; FARIA, 1999).

Sobre a pele a radiagdo com doses moderadas ou altas provoca

inflamacéo, eritema e descamacgéo seca ou Umida da pele, porém, a regeneracao se
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derma tardiamente, ou, mais raramente, ulceragdo, necrose, ou ainda, pela
capacidade indutora oncogenética dos raios X, o aparecimento de um carcinoma no

local que recebeu a radiagdo pregressa (SALVAJOLI; SOUHAMI; FARIA, 1999).

A radioterapia quando utilizada na regido de cabeca e pescoco,
dependendo da dose de irradiacdo, tempo, volume do tecido irradiado e dose de
distribuicdo podem produzir alteracdes reversiveis e irreversiveis nos tecidos que
envolvem a lesdo. Os efeitos deletérios causados pela radioterapia considerados de
relevancia para o cirurgido-dentista sdo aqueles que ocorrem nas glandulas
salivares, 0ssos, dentes, mucosas bucais, musculos e articulagbes que estdo
localizados na regido de cabeca e pescoco. Essas alteracfes ocorrem devido a
perda de células e dano na vascularizacdo local determinados pela terapia
antineoplasica. Uma variedade de complicacbes bucais ndo-infecciosas €
regularmente vista como resultado tanto da radioterapia quanto da quimioterapia.
Duas mudancas agudas, a mucosite e a hemorragia, sdo o0s problemas
predominantes, associados a radioterapia, especialmente em alguns tipos de cancer,
como na leucemia, que envolve altas dosagens. A mucosite aguda dolorosa e a
dermatite sdo os efeitos secundarios mais frequentemente encontrados na terapia
com radiacdo, porém vérias alteragcBes cronicas continuam a importunar o0s
pacientes por longo tempo apés o tratamento. Dependendo do campo da radiacao,
da dose de radiacdo e da idade do paciente, as seguintes conseqiéncias s&o
possiveis: xerostomia, perda do paladar, osteorradionecrose, trismo, dermatite

cronica e anormalidades do desenvolvimento (NEVILLE et al., 1998).
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dos pacientes que sdo submetidos a radioterapia para tratamento de neoplasias
malignas, ocorrem complicagdes bucais provenientes de efeitos adversos agudos ou
tardios. Podem surgir mucosite e ulceracdo, as quais néo trazem problemas
funcionais, mas além de dolorosas proporcionam uma solu¢do de continuidade na
barreira bioldgica, favorecendo a invasao de microorganismos, produzindo quadros
infecciosos agudos. A radioterapia interfere com a homeostasia das células malignas
e normais. Um efeito importante é a perda da capacidade proliferativa dessas no
tecido epitelial de revestimento da boca. A perda desta capacidade resulta em
atrofia, necrose e ulceracdo da mucosa, predispondo-a a infecgdo secundaria por

varias espécies de microorganismos (PARULEKAR et al., 1998).

Foi realizado um estudo por Magalhaes et al. (2002), no qual analisou-se
a incidéncia dessas sequelas em trinta e um pacientes irradiados, examinados no
Centro de Atendimento a Pacientes Especiais da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo. As alteragbes bucais observadas foram xerostomia,
trismo, mucosite, candidiase, doencas periodontais, carie de radiacdo e
osteorradionecrose. Um protocolo de prevencéo e tratamento dessas manifestacoes

€ apresentado nesse trabalho.

Em outro artigo, os autores descrevem trés casos desta patologia e ao
mesmo tempo alertam o cirurgido-dentista para a importancia de um
acompanhamento clinico sistematico do paciente sob tratamento radioterapico,
visando um reconhecimento precoce da mucosite por radiagdo, a prevencdo das

infeccdes secundérias e de suas complicacdes (Lima, 2002).
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Com relacdo a mucosite foi realizado um estudo por Labbatel; Lehn;
Denardin (2003) no qual foram selecionados vinte e um portadores de cancer de
cabeca e pescoc¢o alocados em dois grupos: grupo placebo com onze pacientes e
idade média de cinglienta e oito anos. Esse grupo realizou dois bochechos diarios
com agua oxigenada. E grupo “medicacdo” com dez pacientes, com idade média de
cinqlenta e dois anos, cujos integrantes realizaram dois bochechos diarios com
gluconato de clorexidina a 0,12%. Os pacientes foram avaliados semanalmente com
exame local para detecgédo das alteracbes de mucosa (classificacdo de acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Grupo de Terapia por Radiacdo em
Oncologia - graus 0 a IV) e preenchimento de questionario de qualidade de vida
ressaltando os aspectos de dor, apetite, paladar e habitos alimentares. Como
resultado os autores encontraram que a graduacao da mucosite foi mais intensa no
grupo placebo em seis das dez semanas de avaliagdo. A freqiéncia e intensidade
das dores foram piores no grupo placebo na quarta semana de radioterapia e a
modificagdo de paladar foi mais intensa nos individuos que ndo usavam o
medicamento apenas na sétima semana. N&do foram encontradas diferencas nos
outros parametros de qualidade de vida. Dessa forma, pode-se concluir que o
gluconato de clorexidina ndo eliminou as lesbes de mucosa mas diminuiu,
significativamente, os seus efeitos deletérios e intensidade sem apresentar um

reflexo persistente na qualidade de vida dos pacientes.
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O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo especializado, constituido de 33%
de matriz organica, que inclui 28% de colageno tipo | e o restante de matriz organica
formada por proteinas ndo-colagenas, incluindo osteonectina, osteocalcina, proteina
morfogénica 6ssea, proteoglicana 0ssea e sialoproteina 6ssea que se dispbem de
maneira a formar os 0ssos, as estruturas rigidas e resistentes que constituem o

esqueleto (TEN CATE, 1994).

Apesar de seu aspecto aparentemente inerte, 0S 0SS0s crescem e Sao
remodelados por toda a vida (TEN CATE, 1994). Quando lesados, como em fraturas,
sdo capazes de reparacao, fendmeno que demonstra sua permanente vitalidade. A
homeostase do tecido 6sseo é controlada por fatores mecanicos e humorais, locais e

gerais (KATCHBURIAN, 1999).

A matriz organica dos tecidos mineralizados, onde estdo depositados o0s
cristais de hidroxiapatita, desempenha um papel molecular e estrutural como
armacao ou molde para a deposi¢cdao do componente inorganico. Como 0s outros
tecidos que sofrem mineralizacdo, a matriz organica do osso tem dois
compartimentos: o fibrilar, representado pelas fibrilas colagenas, e a substancia
interfibrilar fundamental. O colageno presente no 0sso maduro é do tipo | e
representa 85% da matriz organica: entretanto, outros tipos de coladgeno estao
também presentes, mas em uma quantidade bem pequena, cerca de 5%

(KATCHBURIAN, 1999).
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diferentes fases do desenvolvimento do osso: as células formadoras da matriz
organicas sdo os osteoblastos. Nas &reas de remodelacdo os osteoclastos atuam
reabsorvendo o0 0sso mineralizado. Além dessas, encontra-se 0s ostedcitos que séo

0s osteoblastos inativos (KATCHBURIAN, 1999).

Osteoblastos — sintetizam ostedide e sdo mediadores de sua mineralizagao;
sdo encontrados alinhados ao longo das superficies 6sseas.

Ostedcitos — representam sobretudo osteoblastos inativos aprisionados dentro
do osso formado; podem auxiliar na nutrigdo do 0Sso.

Osteoclastos — células fagocitarias que sédo capazes de reabsorver 0 0SS0 €
gque sdo importantes, juntamente com o0s osteoblastos, na rotatividade e na

remodelagao constantes do o0sso.

Os osteoblastos e o0s ostedcitos derivam-se de uma célula mesenquimal
primitiva, chamada de célula osteoprogenitora. Os osteoclastos, por sua vez, sédo
células fagocitarias multinucleadas derivadas da linhagem celular dos macro6fagos-

mondcitos (YOUNG; HEATH, 2000).

As superficies internas e externas dos 0ssos sdo recobertas por células
osteogénicas e tecido conjuntivo, constituindo o endisteo e o0 peridsteo,
respectivamente. A camada mais superficial do periésteo contém sobretudo fibras
colagenas e fibroblastos. As fibras de Sharpey séo feixes de fibras colagenas do
periosteo que penetram no tecido 6sseo e prendem firmemente o peridsteo ao 0sso

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).
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Na sua porcdo mais profunda, o peridésteo € mais celular e apresenta
células osteoprogenitoras, morfologicamente parecidas com os fibroblastos. As
células osteoprogenitoras multiplicam-se por mitose e se diferenciam em
osteoblastos, desempenhando papel importante no crescimento dos 0ssos e na
reparacdo das fraturas. O enddsteo € em geral constituido por uma camada de
células osteogénicas achatadas revestindo as cavidades do 0sso esponjoso, o canal

medular, os canais de Harvers e os de Volkmann (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Em um osso maduro, geralmente dois tipos de tecido 6sseo podem ser
diferenciados: 0 0SS0 esponjoso e 0 0SSO compacto. Entretanto, em ambos a
estrutura € basicamente a mesma, sendo constituidos por sistemas lamelares e
existindo diferencas apenas na quantidade e disposi¢éo das lamelas e na existéncia
ou ndo de espacos entre os referidos sistemas. Assim sendo, 0 0SSO esponjoso &
formado por lamelas, na sua maioria paralelas entre si, com escassos sistemas de
lamelas concéntricas. Todavia, as lamelas formam delgadas trabéculas que deixam,
entre elas, amplos espacos preenchidos por tecido conjuntivo frouxo, vasos
sanglineos e tecido hematopoiético, constituindo, portanto, parte da medula éssea.
Por sua vez, o 0sso compacto é formado por numerosos sistemas de lamelas
concéntricas, sendo denominados sistemas de Harvers. Esses apresentam-se
densamente agrupados entre si, constituidos, cada um deles, por varias lamelas. As
regibes de o0sso compacto encontram-se, geralmente, constituindo quase a
totalidade da espessura da diafise dos ossos longos. Os sistemas de Harvers
constituem a unidade estrutural do 0osso maduro e sdo caracteristicos no 0sso

compacto. Os ostedcitos encontram-se geralmente localizados entre as lamelas,
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concéntrica em relacdo as lamelas e aos canais centrais. Os canais de Harvers
alojam geralmente um vaso sanguineo. Esses canais apresentam comunicacao
entre si através de canais transversais denominados de Volkmann (KATCHBURIAN,

1999).

2.4- REPARACAO OSSEA

Um organismo vivo mantém a capacidade de reparar suas perdas. Isso é
uma propriedade que esta presente desde o nivel celular. Quando uma célula sofre
agressao focal, as organelas inviaveis podem ser isoladas num vacuolo limitado por
membrana, digeridas e eliminadas, enquanto as partes perdidas sédo reconstituidas,
permitindo a volta da célula a sua estrutura normal. Por vezes, as membranas
formam um residuo quimicamente heterogéneo, de dificil digestdo, que é entéo
posto de lado no interior da célula, enquanto esta continua a viver. Quando, em vez
de atingir focalmente as células no seu citoplasma, a lesdo causa a perda de muitas
células, o reparo é mais complexo e pode assumir uma das possibilidades: se as
células parenquimatosas morrem, mas 0 estroma permanece integro, 0 reparo se
faz a partir de células do mesmo tipo das que morreram voltando o 6rgdo a sua
estrutura normal. Nesse caso o fenébmeno ocorrido foi uma regeneracdo. Porém, se

o estroma é destruido, o reparo se faz as custas do tecido conjuntivo, o que é

chamado de cicatrizagdo (MONTENEGRO, 1999).

O processo de cicatrizagdo Ossea € descrito por trés fases: uma fase

inflamatoria, uma reparadora e uma de remodelagdo. A inflamatoria é caracterizada
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da lesdo, estendendo-se pelo periésteo e cavidades medulares proximas,
acompanhada de edema mais ou menos intenso. Instala-se, assim, um processo
inflamatério agudo com grande mobilizacdo de neutrofilos e macrofagos, provocado
pela liberacdo de substancias quimiotéticas (histamina e serotonina, por exemplo) no
local lesionado. Esta fagocitose tem como objetivo comecar a remog¢do do coagulo
das regides necrosadas, bem como dos ostedcitos mortos que surgem nas
superficies Gsseas da regido lesionada. Imediatamente, inicia-se a fase reparadora
com o aparecimento de um grande numero de fibroblastos produtores de colageno e
responsaveis pela formacdo de um calo fibroso, no qual as fibras colagenas
envolvem a regido lesionada. A medida que a acdo dos macrofagos prossegue,
reabsorvendo o coagulo e o tecido 6sseo necrosado, surge gradativamente uma
nova rede capilar, oriunda das células endoteliais remanescentes dos vasos
rompidos e das células mesenquimais indiferenciadas, que invade a regido do
coagulo juntamente com fibroblastos e osteoblastos, para formar rapidamente um
novo tecido 6sseo no local, por meio de um processo de ossificacao
intramembranosa ou endoconjuntiva, resultando em um osso imaturo. O calo ésseo
tem uma textura prépria, sendo mais celular e menos mineralizado, indicando a
rapidez do processo de ossificacdo e justificando a denominagdo de 0sso imaturo.
Na fase remodeladora, o calo 6sseo passa por uma série de processos de
reabsorcdo e neoformacdo até que a regido lesionada retome a textura que possuia
antes da lesdo. As atividades osteoblasticas e osteoclasticas removem 0s excessos
de material do calo 6sseo, restabelecendo as cavidades 6sseas que existiam e
reconstroem os sistemas de Harvers e o trabeculado de 0sso esponjoso na mesma

disposicao anterior a lesdo (CATANZARO GUIMARAES, 1982).
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O osso trabecular ndo é somente o primeiro tipo de osso a ser formado
durante o desenvolvimento do esqueleto, mas é também o primeiro tipo a ser
depositado durante a cicatrizacdo de uma fratura. No sitio de fratura, um coagulo
sanguineo é formado inicialmente, mais tarde substituido por um tecido colageno
altamente vascularizado (tecido de granulagéo) o qual se torna progressivamente
mais fibroso. As células mesenquimais diferenciam-se em condroblastos e,
progressivamente, substituem este tecido fibroso de granulacdo com cartilagem
hialina. Esta ponte firme, mas ainda flexivel, € conhecida como calo provisorio.
Posteriormente, este calo é reforcado pela deposicdo de sais de célcio na matriz
cartilaginosa. As células osteoprogenitoras do enddsteo e do periésteo séo, entéo,
ativadas e depositam uma trama de osso trabecular no interior e ao redor do calo
provisorio, transformando-o em calo 6sseo. A unido 6ssea é atingida quando o sitio
de fratura é completamente unido pelo 0sso. Sob a influéncia do estresse funcional,
o calo 6sseo € lentamente remodelado para formar o 0sso maduro (BURKITT,;

YOUNG; HEATH, 1997).
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A osteorradionecrose constitui um risco permanente no individuo
submetido a radioterapia na regido de mandibula e, tecnicamente, € uma ferida com
hipéxia devido a esclerose de pequenos vasos. Isto compromete a capacidade
defensiva e propriedades de reparo dos tecidos irradiados, predispondo a mandibula
a infecgdo, sequestro 6sseo, limitagdo funcional e deformidade facial. A incidéncia
varia de 4% a 15% dos casos irradiados em diferentes centros de tratamento e esta
relacionada a condicdo organica do paciente, 0 método de fracionamento da dose
total, a dose total administrada, a técnica radioterapica empregada, caracteristicas
anatdmicas dos campos irradiados e presencga de estruturas que concentrem dose
de irradiacio, trauma e/ou infeccdo (GOIS et al., 2000). Em lesdo extensa situada
em assoalho bucal e irradiada com doses acima de 6500 cGy a ocorréncia de

osteorradionecrose pode chegar a 25% (KLOTCH, 1996).

A mandibula, devido a maior densidade do 0sso, € a mais comumente
envolvida, e a manifestacdo ocorre geralmente dentro de dois anos apds a
radioterapia (LOLES et al., 1998). Radiograficamente, as areas afetadas do 0sso
apresentam radiolucidez mal definida, podendo desenvolver zonas de relativa
radiopacidade a medida que o tecido 6sseo necrosado se separa das estruturas
vitais remanescentes. Dor intratavel, perfuracdo da cortical, formacdo de fistula,
ulceracédo superficial e fratura patoldgica podem ocorrer (FRANCESCHINI et al.,

2004).
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osteorradionecrose é uma das sequelas mais preocupantes pela sua complexidade
de tratamento. Devido a melhoria das condi¢cdes de tratamento e prevencédo, tem

sido menos frequente atualmente (FRANCESCHINI et al., 2004).

A osteorradionecrose pode predispor o paciente a um processo infeccioso
cronico ou agressivo, ou causar destruicdo do tecido por necrose direta, porque
altera os mecanismos de defesa da mucosa para impedir infeccdo (MAIA et al.,
1997).

Diante da ocorréncia desta indesejavel seqgliela o tratamento mais
recomendado € a oxigenacado hiperbéarica (HBO), ou seja, emprego de oxigénio sob
alta presséo atmosférica. O oxigénio nestas condi¢cdes promove neovascularizacoes,
angiogénese, aumento da atividade celular, € bactericida, € bacteriostatico e

aumenta a colagenase (SOUZA, BARBOSA, 1991).

A intima cooperacdo entre o radioterapeuta e o cirurgido-dentista é
essencial para que o paciente receba os beneficios de radioterapia sem sofrer com
as sérias complicacdes e o desconforto das sequelas. Uma avaliacdo do estado de
saude dentéria, antes do tratamento radioterapico, faz parte dos procedimentos que
podem ajudar a evitar infec¢des, necrose e dor subsequentes (SOUZA, BARBOSA,

1991).

Como procedimentos técnicos preventivos da area odontolégica devem
ser removidos dentes com grande destruicdo por cérie e com mobilidade devido a

periodontopatias. Lesfes periapicais inflamatérias, restauracdes duvidosas e céries
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higiene bucal juntamente com a profilaxia dentaria devem ser realizadas neste

momento (SOUZA, BARBOSA, 1991).

Antunes et al. (2004) preconizam como tratamento odontoldgico prévio ao
tratamento oncoldgico, a restauracdo dos dentes cariados com material definitivo ou
provisério, pois aquelas lesdes agem como fonte de infeccdo e podem ter sua
condicao agravada devido a xerostomia. Quando a carie esta em estagio avancado
comprometendo a polpa, deve ser realizado o tratamento endoddontico ou exodontia.
O tratamento endodontico deve ser realizado somente se o0 paciente tiver condigédo
clinica e se, até o periodo previsto para a radioterapia, 0 paciente tiver a infeccédo
debelada. Em presenca de infeccdo, deve ser utilizada antibioticoterapia empirica ou
baseada na hemocultura. Se persistir davida quanto a resolugdo da infeccdo, o

dente deve ser extraido.

Os pacientes com doenca periodontal devem ser submetidos a tratamento
periodontal especifico; entretanto, deve-se realizar exodontia dos dentes com bolsa
periodontal maior ou igual a 4 mm e/ou com mobilidade grau 1. Esta recomendagao
baseia-se no fato de esses dentes além de servirem de fonte de infec¢do, serdo
fatores complicadores ap6s a radioterapia, periodo em que existe o impedimento
para realizacdo de exodontias, devido a possibilidade de o paciente apresentar
osteorradionecrose (AAPD, 2001; NCI, 2003; MEURMAN, 1999). Se o paciente for
submetido a um tratamento quimioterapico de altas doses ou a radioterapia, todos 0s
dentes com prognéstico duvidoso devem ser extraidos antes do inicio da terapia

(RABER-DURLACHER, 1989).
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Além do sucesso dos regimes preventivos, a auséncia de caries em
individuos pés-irradiados deve-se em parte ao monitoramento continuo do cirurgido-

dentista (GARONE NETTO, BIAGIONI, 1990).

GRIMALDI et al. (2005) realizaram uma reviséo de literatura sobre a ORN
na qual chegaram a conclusdo que o cirurgido-dentista tem a funcdo de minimizar,
ou até mesmo, evitar esses efeitos proporcionando uma melhor qualidade de vida
para esses pacientes. Dessa forma, uma adequacdo do meio bucal € necesséria
antes da radioterapia, assim como a parte clinica do tratamento deve comecar o
mais rapido possivel. Devem ser extraidos os dentes com comprometimento pulpar,
comprometimento periodontal, deciduos com risolise fisiologica, restos radiculares,

dentes impactados parcialmente e proximos ao tumor.

2.6- LASERTERAPIA

A luz, desde os primérdios da civilizacdo, vem sendo utilizada com
finalidades terapéuticas. Os gregos a utilizavam na helioterapia, e 0s chineses
usavam a luz solar para tratar de doencas de pele, cancer e até mesmo quadros de

psicose (PINHEIRO, 1998).

O desenvolvimento do Laser teve seu inicio a partir de 1917, quando
Einstein formulou a teoria da Emissdo Estimulada. Esta teoria foi baseada na teoria
Quantica proposta por Planck (1900) a qual discute o relacionamento da quantidade

de energia liberada pelo processo atbmico (PINHEIRO, 1998). Décadas mais tarde,
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e oOpticos”. Nesse artigo, discutiram o0s principios das técnicas de emisséo
estimulada, desde o alcance de microondas até os alcances infravermelho e 6ptico
do espectro, 0s quais citam Townes (1954) como responsavel pelo andncio sobre o
efeito da emissao estimulada de radiacdo no alcance do microondas do espectro.
Este foi o primeiro Maser — Amplificacdo de Microondas por Emisséo Estimulada de

Radiacao (MELLO et al., 2001).

A palavra Laser significa “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” ou “Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiagdo” (MELLO
et al.,, 2001; RAMPIL,1991). A luz Laser consiste de ondas que possuem um
comprimento especifico e que corresponde a distancia entre dois maximos e dois
minimos, medida na direcdo em que a onda esta se movimentando (PINHEIRO et
al., 2002). O Laser produz um raio de luz de natureza ondulante que se propaga por
meio de ondas eletromagnéticas, que podem ser medidas através de comprimentos
de ondas em nanémetros (nm). Tipos de Laseres com comprimento de onda entre
2400 a 800 nm sao Laseres visiveis, que podem ser de varias cores. Ja 0s Laseres
com comprimento de onda abaixo de A400 nm e acima de A800 nm s&o invisiveis,

ou seja, ultravioleta e infravermelhos (MELLO et al., 2001).

O Laser € uma forma de radiagdo ndo-ionizante, altamente concentrada,
gue em contato com os diferentes tecidos resulta em efeitos térmicos, fotoquimicos e
nao-lineares. As diferengcas em efeitos sao resultantes da diferenca dos meio-ativos,
0s quais determinam o comprimento de onda da radiacdo emitida. Em sendo uma

forma de energia ndo-ionizante, ao contrario de outras formas de radiagdo usadas
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invasiva e é muito bem tolerada pelos tecidos (PINHEIRO, 1998).

Os recursos atuais da tecnologia com Laser, utilizados na Medicina e na
Odontologia, foram obtidos gracas ao desenvolvimento da fisica do Laser,
principalmente pela contribuicdo da Engenharia Eletroeletrbnica, bem como da
Optica. Com esta parceria entre as areas de exatas com a area da salde, hoje é
possivel um cirurgido-dentista indicar um tipo de Laser, com um determinado
protocolo, para cada tipo de tecido, sem provocar danos no dente e nas estruturas

adjacentes (MELLO et al., 2001).

As caracteristicas do Laser sdo: coeréncia, colimacdo e
monocromaticidade (MERCER, 1996). Coeréncia tem sua idéia ligada a direcao
ordenada das ondas em relagdo ao tempo. Num mesmo instante uma determinada
emissao possui varias ondas justapostas, onde suas amplitudes tém valores iguais,
ou seja, raios com o mesmo comprimento de onda formando um feixe coerente
(MELLO et al., 2001). A colimagé&o ou paralelismo significa que a luz Laser emite em
uma unica direcdo com baixa divergéncia dos raios. Essa caracteristica faz com que
0 raio caminhe no espaco sem mudar sua dimensdo (SALGADO; VIEIRA,
BLACHMAN, 2000). Monocromaticidade € a caracteristica dos Laseres em produzir

raios constituidos por uma sé frequéncia e uma sé cor (MELLO et al., 2001).

Os Laseres mais utilizados em Odontologia sé@o: Laser de CO, (Laser de
Di6éxido de Carbono), Laser de Nd:YAG (Laser de Neodimio — itrio Aluminio

Granada), Ar-Laser (Laser de Argonio), HeNe (Laser de Hélio-Neon) e o AsGa
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de uma fonte de Laser : certos sélidos, cristais, semicondutores, vapores, gases e
liquidos. As diversas tecnologias aplicadas aos elementos ativos fazem com que
existam fontes de Laser que pulsem, outros que emitam continuamente, com
poténcias que podem variar de miliwWatts até dezenas de quilowatts (BRUGNERA et

al., 1991).

Os Laseres tém sido classificados de acordo com muitos critérios. A mais
ampla classificacdo € aquela que divide os Laseres em dois grandes grupos, de
acordo com a sua terapéutica em: Laseres cirargicos e os Laseres nao-cirlrgicos.
Os Laseres podem ser também classificados de acordo com seu funcionamento, em
continuo ou pulséatil (PINHEIRO, 1988b, 1990a). De acordo com MELLO et al., 2001,
0os Laseres sdo também classificados em relagdo ao meio ativo que produz a

radiacdo (gasoso, solido, semicondutos ou liquido).

Para que a energia Laser exergca sua funcdo € necesséario que ela seja
absorvida pelos tecidos. Consequentemente, cada tipo de tecido absorve melhor um

tipo de energia Laser (PINHEIRO, 1988a).

Atualmente, sabe-se que a interacao do Laser com os tecidos depende de
varios fatores, como: comprimento de onda do Laser, poténcia do Laser, tipo de
tecido e sua capacidade de absorcéo, frequiéncia de pulsos por segundo, duracdo do
pulso, quantidade de energia aplicada, modo de entrega (fibra Optica ou braco
articulado com lentes), distancia focal, presenca ou ndo de sistema de refrigeracéo

e, finalmente, tempo de exposicdo (MELLO et al., 2001).
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Quando a luz do Laser interage com o tecido bucal, ela pode ser
absorvida, parcialmente transmitida, difundida ou refletida (PICK, 1992). Para ter
efeito no tecido a luz deve ser absorvida por de seus elementos de forma que a
energia da luz seja convertida em um outro tipo de energia como, por exemplo,
aumentando o grau de movimentagdo das moléculas do tecido através de energia
térmica, ou seja, producdo de calor e conduza a efeitos visiveis observados nos
tecidos. Se o tecido for completamente transparente ou for um refletor perfeito da luz
Laser, nenhum efeito sera observado desde que nenhuma energia tenha sido
absorvida em qualquer situagdo. A difusdo da luz Laser dificulta o prognéstico dos
efeitos colaterais, pois a luz é desviada em trés dimensdes e rapidamente tornar-se-

a fora de alcance (MERCER, 1996).

Laserterapia tem sido apontada como capaz de modular varias respostas
biolégicas afetadas por alguns fatores envolvidos com o modo da radiacdo, tais
como: dose total de energia, espectro do Laser, densidade de poténcia e fase de
radiacdo. A fim de aplicar a terapia Laser ao uso clinico, as propriedades e os efeitos
biol6égicos do Laser devem ser precisamente elucidados e desenvolvidos modos

mais efetivos de radiagéo, assim como métodos de aplicacdo mais faceis de usar.

Freitas, Baranauskas, Cruz-Hofling (2000) analisaram a influéncia do
Laser HeNe na osteogénese apds uma fratura cirdrgica controlada em ratos Wistar,
com inicio de terapia vinte e quatro horas apés a cirurgia. Os animais foram
separados em trés grupos, de acordo com as doses de radiacdo. Apds radiacdes

diarias, os espécimes foram sacrificados, no oitavo e no décimo quinto dias poés-
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controle. Através de microscopia eletrdnica e éptica, os autores observaram que a
Laserterapia, com doses de 31,5 J/cm? e 94,7 J/icm?, resultou na formacdo de um
trabeculado 6sseo mais espesso, indicando uma maior sintese de fibras colagenas.
Entretanto, a dose de 3,15 J/cm? ndo apresentou diferenca aparente entre 0s grupos
experimental e controle. A Laserterapia ndo somente diminuiu o periodo de
cicatrizagcdo como também produziu uma maior &rea de reparo 6sseo. O mecanismo
bioldgico relacionado com este processo ainda ndo estd bem definido. A hipbtese
mais provavel € que a energia Laser possa excitar as porfirinas e os citocromas,
promovendo, desta maneira, uma maior atividade celular, aumentando a

concentracdo de ATP, ALP e liberando célcio.

Almeida-Lopes et al. (2001) estudaram o efeito da Laserterapia em
cultura de fibroblastos humanos, comparando o efeito na proliferacdo celular de
Laser de luz visivel com Lasers infravermelhos, mantendo a dose constante de 2
Jicm? e usando diferentes irradiacbes. A radiacdo com Laser foi realizada com
Lasers diodo com os seguintes comprimentos de onda: 670 nm, 780 nm, 692 nm,
786 nm. Os resultados mostraram que, nas culturas de fibroblastos em condicdes de
déficit nutricional, quando radiadas com a mesma dose, o Laser infravermelho
induziu a uma maior proliferacédo celular quando comparado ao Laser visivel, quando
as poténcias eram diferentes. Entretanto, Lasers de mesma poténcia de saida
apresentaram efeitos semelhantes no crescimento celular, independentemente do
comprimento de onda. Para os autores, a terapia com Laser de baixa poténcia
melhora a proliferacdo de fibroblastos, in vitro, além de que um menor tempo de

exposicao resulta em uma maior proliferagao.
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Outro trabalho, realizado por Limeira (2001), investigou, por meio da
analise histolégica, a influéncia da Laserterapia (GaAlAs, 830 nm) no processo de
cicatrizacdo 6ssea de feridas cirdrgicas em fémur de ratos, submetidas a implante de
0sso bovino liofilizado anorgénico associado ou ndo a regeneracdo 6ssea guiada
com membrana biolégica de cortical 6ssea bovina descalcificada. A biomodulacéo
do Laser sobre a cicatrizacdo 6ssea em fémur de ratos submetidos a implante de
0SSO0 anorganico, com ou sem membrana bioldgica, foi evidenciada, sobretudo pela
estimulacdo na producdo de grandes quantidades de fibras coladgenas nos grupos
irradiados, principalmente a partir do vigésimo primeiro dia. O autor concluiu que o
uso da Laserterapia resulta em efeito biomodulador positivo sobre a cicatrizacao
O0ssea em cavidades de fémur de ratos submetidas a implante de 0sso anorgéanico,
evidenciado aos vinte e um e aos trinta dias, bem como a implante de o0sso
anorganico associado a membrana bioldgica, mais evidente no trigésimo primeiro

dia.

Pinheiro et al. (2001) avaliaram morfologicamente a neoformacdo O0ssea
apos a radiacdo com Laser de 830 nm em feridas cirurgicas criadas em fémur de
ratos. Os autores ressaltam que os achados desse estudo sugerem que a utilizacao
do Laser ndo ablativo (830 nm) melhora significativamente a cicatrizacdo 6ssea nos
estagios iniciais, concluindo, pois, que a Laserterapia pode aumentar o reparo 6sseo

nos estagios iniciais da cicatrizacao.

Em 2001, Nicolau analisou o efeito da Laserterapia (GaAlAs) em tecido

0sseo de rato submetido a uma lesdo, por histomorfometria éssea através de
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ratos Wistar, divididos em dois grupos: um grupo controle e outro experimental, o
qual recebeu radiagdo. Ambos os grupos foram divididos em trés subgrupos, de
acordo com o tempo de sacrificio apGs a cirurgia: cinco, quinze e vinte e cinco dias.
A cirurgia foi realizada da mesma maneira, tanto no grupo controle quanto no
experimental. A Laserterapia foi realizada no segundo, quarto, sexto e oitavo dias
apos a cirurgia com Laser GaAlAs (A660 nm), com uma densidade de energia de 10
Jlcm? e um tempo de aplicacdo de cento e sessenta segundos. Os resultados
mostraram, nos animais irradiados, uma diminuicdo nos indices de reabsor¢cdo em
funcdo do tempo, de cinco para quinze dias, permanecendo estaveis em vinte e
cinco dias. Nao foram observadas diferencas significativas quanto a superficie
osteoclastica e a superficie de reabsor¢cdo, em quinze dias, entre 0S grupos
experimental e controle. O autor concluiu que a terapia com Laser nao ablativo
induziu o aumento da remodelacdo 6ssea em todas as fases do experimento, porém

sem causar alteragdes na microarquitetura 6ssea nos animais irradiados.

Torricelli et al. (2001) avaliaram, in vitro, o efeito bioestimulador do Laser
GaAlAs na cartilagem 0Ossea. Para o estudo, culturas de condrdcitos derivadas de
cartilagem humana e de ratos foram expostas ao tratamento com Laser, utilizando
0s seguintes parametros: 300J, 1W e 100 ou 300Hz (grupo A e B, respectivamente).
As aplicagbes foram realizadas por dez minutos, diariamente, por cinco dias
consecutivos. O grupo controle ndo recebeu tratamento com Laser. Os resultados
mostraram um efeito positivo na bioestimulagédo da proliferagdao celular em relacéo
ao grupo controle. O aumento na viabilidade de condrdcitos irradiados foi mantido

por cinco dias apds o término das aplicacdes. Para os autores, os resultados obtidos
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base para a utilizacdo racional do Laser, com o0s

parametros avaliados, tanto experimental quanto clinicamente.

Doértbudak, Haas e Mailath-Pokorny (2002) avaliaram os efeitos da
Laserterapia em ostedcitos e também na reabsorcdo 0ssea em sitios de implantes,
em cinco babuinos machos. Quatro lojas foram realizadas, em cada crista iliaca,
para acomodar os implantes. Os sitios do lado esquerdo foram irradiados com Laser
de 690 nm, com 1 mW de poténcia, durante um minuto (6 J), imediatamente ap0s a
insercdo dos implantes. ApoOs cinco dias, os resultados foram analisados
histologicamente. Os resultados mostraram que o numero de osteoclastos viaveis
era maior nas amostras dos grupos submetidos a radiagdo Laser imediatamente
apos a colocagdo dos implantes em comparacdo com o0 grupo controle, sugerindo
uma maior quantidade de osso vital presente na area irradiada do que nas areas
ndo-irradiadas. A reabsor¢cédo 6ssea, em contraste, ndo foi afetada pela Laserterapia.
Os autores concluiram que a radiacdo Laser pode ter efeitos positivos na integracéo

de implantes e que é possivel a cicatrizacdo ser acelerada por meio de tal processo.

Kreisler et al. (2002) analisaram os efeitos da radiacdo Laser na taxa de
proliferacdo de fibroblastos gengivais humanos in vitro. Um grupo de cento e dez
culturas de fibroblastos foram radiadas com um Laser diodo (GaAlAs; 809 nm; 10
mW) com doses entre 1,96 Jicm? e 7,84 Jicm?. O tempo de exposicdo variou entre
75 e 300 seq. Outras cento e dez culturas de fibroblastos serviram como controle e
nao receberam radiacdo. O tratamento com Laser realizou-se alternadamente: uma,
duas e trés vezes, em um intervalo de vinte e quatro horas. A taxa de proliferagao foi

determinada pela atividade de fluorescéncia por um indicador adicionado a cultura
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duas horas apds a radiagdo. Os resultados mostraram que as células irradiadas
revelaram uma atividade proliferativa consideravelmente maior. As diferencas foram
muito significativas, vinte e quatro horas apés a radiagdo, mas diminuiram de uma
maneira energia-dependente quarenta e oito e setenta e duas horas apds a
radiacdo. Os autores concluiram que o efeito da Laserterapia nos fibroblastos ficou
evidente. Sua duracdo, entretanto, parece ser limitada. Os pesquisadores
ressaltaram que os resultados encontrados podem ser clinicamente relevantes,
indicando que tratamentos repetitivos sdo necessérios para alcancar um efeito

positivo do Laser nas aplicag@es clinicas.

Silva Junior et al. (2002) estudaram morfometricamente a quantidade de
0sso neoformada apds a radiacdo com Laser GaAlAs em feridas cirdrgicas em fémur
de ratos. Nesse estudo, quarenta ratos foram divididos em quatro grupos, com dez
representantes cada, da seguinte maneira: grupo A (doze sessdes, 4,8 J/cm? por
sessado, periodo de observacdo de vinte e oito dias); grupo C (trés sessdes, 4,8
Jlcm? por sessdo, periodo de observacdo de sete dias). Os grupos B e D serviram
como controle, ndo recebendo radiagdo. A morfometria computadorizada mostrou
uma diferenca significativa entre as areas de osso mineralizado nos grupos C e D.
N&o houve diferenca entre o grupo A e B. Os autores concluiram que, em tais
condi¢Oes experimentais, a terapia com Laser n&do ablativo com A830 nm melhora a

cicatrizacdo 6ssea nos estagios iniciais.

Nicola et al. (2003) avaliaram a atividade de células dsseas apds a

Laserterapia proxima ao sitio da lesdo 0ssea. Para o estudo, fémur de quarenta e
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experimental, com vinte e quatro ratos, e um grupo controle, o qual ndo recebeu
radiacdo, também com vinte e quatro animais. O grupo experimental foi radiado com
o Laser GaAlAs (A660 nm, 10 Jcm?) no segundo, quarto, sexto e oitavo dias apés a
cirurgia. Os resultados foram avaliados por meio de histomorfometria éssea.
Segundo os autores, a atividade celular foi maior no grupo irradiado, quando
comparado ao controle, concluindo que a Laserterapia aumenta a atividade nas
células Osseas, tanto na reabsorcdo quanto na neoformacdo, ao redor do sitio de

reparo, sem, entretanto, alterar a estrutura 0ssea.

Weber (2003) avaliou histologicamente a influéncia da radiacéo Laser,
utilizando um Laser diodo infravermelho (GaAlAs, 830 nm, 50 mW, CW) no processo
de cicatrizagé@o de enxertos 0sseos autdgenos. Para tanto, criaram-se feridas 6sseas
no fémur de sessenta ratos Wistar, sendo que o fragmento 6sseo removido foi
utilizado como enxerto autdégeno. Os animais foram divididos em quatro grupos, com
quinze exemplares cada, de acordo com o protocolo de radiagdo no transoperatorio:
G1 (grupo controle); G2 (radiacao na loja cirurgica); G3 (radiacdo no enxerto 0sseo)
e G4 (radiacdo na loja cirargica e no enxerto 6ésseo). A dose de radiacdo durante o
ato operatério foi de 10 J/cm?, aplicada sobre a loja cirdrgica (G2 e G4) e sobre o
enxerto 6sseo (G3 e G4). Todos os animais, com exce¢do do grupo controle foram
irradiados por quinze dias, a cada quarenta e oito horas, com uma dose de 10 J/cm?
(4 x 2,5 J/lcm?), com periodos de observacdo de quinze, vinte e um, e trinta dias. Os
resultados obtidos na presente pesquisa demonstraram gque nos grupos em que o
Laser foi aplicado na loja cirdrgica durante o transoperatorio (G2 e G4), a atividade

de remodelagédo Ossea foi qualitativa e quantitativamente mais exuberante quando
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tem um efeito de biomodulac&o positiva sobre o processo de cicatrizacdo 6ssea em

enxertos 0sseos quando aplicado durante o transoperatorio.

Vieira (2003) analisou, sob microscopia de luz, o efeito da dieta;
Laserterapia (A780 nm) e fototerapia (A400 - 2000 nm) na cicatrizacéo de feridas
cirdrgicas. Cinguenta ratos da raca Wistar foram divididos em dois grupos: nutridos
(n=25) e desnutridos (n=25), sendo o ultimo induzido por dieta experimental e a
seguir, subdividido em dez subgrupos. Foram produzidas feridas excisionais
padronizadas no dorso dos animais: dois grupos controle de cinco animais cada
(cinco animais nutridos e cinco desnutridos e que nao receberam Laserterapia), e 0s
demais irradiados ou iluminados por sete dias (A780 nm, 6 = 2 mm, 40 mW ou 2400 -
22000 nm, 6 = 5,5 cm, 40 mW e doses de 20 J/cm? e 40 J/cm?). Os animais foram
sacrificados oito dias apdés a cirurgia e o0s espécimes foram removidos
rotineiramente, processados e analisados usando como parametros: pavimentacao
epitelial; inflamacgéo; proliferacdo fibroblastica; e a organizagdo e maturacdo das
fibras colagenas. Em todos os grupos irradiados ocorreu aumento da quantidade e
melhor organizacdo das fibras colagenas, além de melhor padréo inflamat6rio em
relagdo aos grupos controle. A quantidade e a forma dos fibroblastos nos grupos
irradiados também foram alteradas em relacdo aos do grupo controle. Nos grupos
dos animais desnutridos observaram-se adipocitos multivacuolados, sugerindo
guadro de degeneracao gordurosa provavelmente devido ao quadro de desnutricdo.
Conclui-se que o fator nutricional interferiu no processo cicatricial e que a fototerapia
mostrou biomodulag&o positiva na cicatrizacdo de feridas, sendo esta mais evidente

nos animais desnutridos.
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2.7- IMAGEM DIGITAL

Com o advento das imagens radiogréficas digitais surgiu um novo
caminho de investigacéo. A radiografia digital vem sendo aperfeicoada a cada dia e
apresenta como principais vantagens em relacdo ao sistema convencional: a
utilizacdo de um menor tempo de exposicdo aos raios X e eliminagdo do
processamento quimico, responsavel por uma grande porcentagem de erros que
interferem na qualidade da imagem (MOL et al.,, 1992; NELVIG et al., 1992;
SARMENTO et al., 1999). Além disso, é possivel avaliar a quantidade de tecido
atravessado pelos raios X, a partir da determinagéao do valor de cinza dos pixels que
compdem a imagem — o que se denomina mensuracao dos niveis de cinza de areas
especificas (SARMENTO, COSTA, PRETTO, 1999). Essa medida € determinada
por uma escala de cinza, que varia do valor zero (que corresponde aos pixels com
cor preta) ao valor 255 (correspondente aos pixels de cor branca), passando por
uma série de tons de cinza intermediarios, cada um com um valor numérico
especifico (FERREIRA et al., 1999, SARMENTO, COSTA, PRETTO, 1999). Isso
acrescenta a analise visual da densidade e contraste da imagem radiogréafica, uma

medida quantitativa objetiva (SARMENTO, COSTA, PRETTO, 1999).

De modo geral, para a producdo da imagem digital sdo necesséarios um
dispositivo de entrada de informacdo (sensor elétrico que capta a imagem), um
dispositivo de processamento de informagdo (computador com um conversor
analdgico/digital — A/D) e um dispositivo de saida de informag¢do (monitor e/ou

impressora, para exibicdo da imagem). Esse método é semelhante para todos os
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obtencao ou captacédo da imagem (FAGUNDES; CAMPQOS, 2001).

A depender de como a imagem é captada, as radiografias digitais podem
ser classificadas em: indiretas, quando utilizam o filme convencional como receptor
primério da imagem, que é entdo digitalizada com o uso de um scanner ou camara
de video. Ja as diretas utilizam um detector sensivel ao espectro eletromagnético,
especialmente a radiacdo X. O detector utilizado normalmente é do tipo SP (storage
phosphor) ou CDC (charge-coupled device). O CDC consiste em uma placa
contendo um chip de silicio, que € conectada diretamente ao computador por meio
de um cabo. Portanto, a transmissao da imagem captada € quase imediata. Ja o SP
€ uma placa contendo cristais fluorescentes sensiveis aos raios X. Apés a
exposicdo, a placa € colocada em um scanner a Laser especifico e, mediante um
processo denominado luminescéncia foto-estimulada, a imagem é exibida no video

do computador, em cerca de 25 seg. (FAGUNDES; CAMPQOS, 2001).

Diversos trabalhos tém sido feitos com o intuito de verificar a eficacia
dessa moderna modalidade de exame complementar. Almeida et al. (2001)
avaliaram trés métodos radiograficos — radiografia periapical convencional, periapical
digital e panoramica — no diagnostico de lesBes periapicais produzidas
artificialmente. Para tanto, utilizaram mandibulas secas, onde foram produzidas
lesdbes com brocas esféricas de diferentes diametros, permitindo que as lesdes
apresentassem tamanhos diferentes, conforme a broca utilizada, o que
correspondeu a cinco fases distintas: fase inicial ou Z, caracterizada pela auséncia

de lesédo; fase R, cuja leséo foi produzida com a broca seis; fase J, lesdo produzida
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destruicdo Ossea atingia a cortical vestibular. As lesGes foram produzidas em todos
0s quadrantes dentarios. As radiografias foram realizadas apés cada fase e
analisadas por quatro radiologistas. Houve diferenca estatisticamente significante na
fase R na regido de incisivos e na fase H na regido de pré-molares a favor do
sistema digital; na regido de molares houve diferenca estatisticamente significante
na fase D para a radiografia panoramica, sendo que essa técnica foi a menos eficaz

na fase H.

Outro trabalho foi o realizado por Britto; Machado (2002) com o objetivo
de avaliar a eficiéncia odontométrica da radiografia digital, comparada ao sistema
convencional. Incisivos, caninos, pré-molares e molares superiores com apice
fechado foram hidratados em soro fisiolégico por um periodo minimo de 72h e
depois foram montados num manequim odontolégico em seus respectivos
"alvéolos". Logo apds foram submetidos a duas técnicas radiogréficas: radiografia
convencional pela técnica do paralelismo com auxilio de posicionador e radiografia
digital. Através das radiografias de diagnostico foi escolhido o instrumento da
odontometria (lima tipo K), que foi levado ao canal. A medida do vértice radiografico
a ponta do instrumento foi realizada na radiografia convencional com auxilio da
régua plastica milimetrada e lupa no negatoscoépio e na radiografia digital (sistema
Trophy®). Os dados foram analisados estatisticamente e observou-se que né&o
houve diferenca significativa entre os dois métodos, embora o método digital tenha

demonstrado uma menor margem de erro, que o método convencional.
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imagens digitais adquiridas, por meio de uma placa de fosforo, com trés diferentes
resolucdes 150, 300 e 600 dpi. Para isso utilizaram quinze dentes com lima oito em
seu interior. O sistema digital utilizado foi o DenOptix (The DenOptix Digital Imaging
System, Gendex® Dental X-ray Division, Densplay® International Inc., Des Plaines,
lllinois, USA). Os resultados mostraram que as imagens adquiridas com 150 dpi

apresentam-se de qualidade inferior aquelas com resolucao de 300 e 600 dpi.

Outro trabalho foi o realizado por Lamberti (2004) com o objetivo de
comparar a radiografia convencional e digitalizada nos processos de
des/remineralizacdo do esmalte dentario. Foram utilizados sessenta terceiros
molares extraidos, os quais foram submetidos a processos de desmineralizacao e,
posteriormente, de remineralizacdo, para criagdo de mancha branca de esmalte sem
cavitacdo. Foram feitas tomadas radiograficas antes e apo0s cada etapa. Estas foram
avaliadas pelo método visual convencional no negatoscopio e também, depois de
serem digitalizadas, foram analisadas no programa ImageTool®, empregando-se ou
nao ferramentas que alteram a aparéncia da imagem. Foram ainda mensurados 0s
niveis de cinza dos sitios dentarios envolvidos. Os resultados mostraram que 0S
métodos apresentaram baixa sensibilidade: exame radiografico visual convencional
3,5%, digital visual sem uso de recursos, 7,89% e digital com recursos, 9,65%. Em
relacdo a especificidade, todos os metodos de analise apresentaram valores
idénticos (99,4%). Na analise da média dos niveis de cinza foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa (p=0,001) entre a radiografia inicial e apds a inducdo da
lesdo de carie proximal, sendo a média do primeiro grupo (145,06) maior que a dos

segundo (141,52). A média dos niveis de cinza entre 0s grupos "carie" e
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média do grupo "céarie" menor (143,56) que a do segundo grupo (146,76).
Comparando-se as médias dos niveis de cinza entre 0s grupos "antes" e
“remineralizacdo”, notou-se a média do primeiro grupo (145,02) pouco menor que a
do segundo (146,76), o que demonstrou o processo de remineralizacao restabeleceu

a densidade normal do esmalte dentario.

Sarmento et al. (2004) avaliaram a repercussdo do ruido fotbnico em
imagens digitalizadas. Para isso, filmes radiograficos foram expostos de forma
padronizada, alterando-se apenas o intervalo de tempo entre as exposicoes
subsequentes ao feixe de radiagdo X. Assim, foram radiografados trés grupos de
filmes, sendo que no grupo 1, o tempo de intervalo entre os disparos foi de 20 seg.;
nos grupos 2 e 3, o intervalo entre as exposic¢des foi de 5 min (sendo que no grupo 3
foi empregado o simulador de tecidos moles). ApGs processamento com solucdes
quimicas as radiografias foram digitalizadas e a média e os valores maximo e
minimo dos niveis de cinza de seus histogramas foram obtidos. Os resultados
revelaram haver diferenga na média dos niveis de cinza e alcance dindmico entre as
radiografias de cada grupo e entre o0s grupos. Essa oscilacdo deve-se
provavelmente a prépria heterogeneidade dos fétons de raios X, uma vez que todas

as demais variaveis foram controladas.

Doto et al. (2004) realizaram um estudo cujo objetivo foi avaliar in vitro a
progressdo da perda mineral causada pela aplicacdo de &cido cloridrico a 18% em
esmalte proximal de cinglienta e quatro dentes pré-molares humanos, utilizando

imagens radiograficas digitais diretas, por meio da comparacéo dos valores de nivel
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Foram realizadas radiografias utilizando aparelho radiografico Gendex 765DC® e o
sistema Visualix GX-S HDI®, estando os dentes montados em dupla com contato
proximal, sobre um suporte padronizado. O acido foi aplicado por 2; 3,5 e 5 min. Os
resultados foram obtidos utilizando trés tempos de exposi¢do aos raios X (0,025,
0,050 e 0,100 seg.) com e sem a interposi¢cao de um simulador para tecidos moles
de resina acrilica medindo 1 cm de espessura. Houve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) para os dados referentes as variaveis: exposi¢cao aos raios X e
presenca do simulador para tecidos moles. A variacdo nos niveis de cinza levando
em consideracdo os tempos de aplicagdo de acido foi significativa (p=0,00). Os
autores concluiram que a variacdo dos niveis de cinza nas areas de interesse

possibilitou avaliar a progresséo da perda mineral em esmalte proximal.

Soares et al. (2004) mensuraram 0s niveis de cinza de resinas de alta
viscosidade (Solitaire®, Alert®, Surefil® e Prodigy®) nas espessuras de 1, 2,3 e 4
mm, utilizando um sistema indireto de digitalizagdo de imagem (DentScan
DentView®). Foram confeccionadas vinte placas de acrilico transparente de 5,7 cm x
7,1 cm, que correspondem aproximadamente a area de um filme radiografico do tipo
oclusal, com espessuras de 1, 2, 3 e 4 mm. Cada placa foi dividida em quatro
guadrantes e ao centro de cada quadrante foi confeccionado um orificio com 4 mm
de didmetro cada um e, cujas profundidades, foram correspondentes a espessura
total de cada placa. Os orificios serviram de sitio para as resinas a serem
pesquisadas, que ali foram inseridas, condensadas e fotopolimerizadas. As vinte
placas de acrilico foram fixadas sobre uma placa de vidro liso transparente, com 5
mm de espessura, que estava forrada por uma lamina plastica para transparéncia

recortada nas mesmas dimensdes. A imagem radiogréafica digitalizada foi obtida
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usando uma escala milimétrica. Para cada uma das sessenta imagens radiograficas,
foram realizadas trés leituras. Os valores dos niveis de cinza, para cada leitura de
cada resina composta, foram registrados em planilhas. Pode-se concluir, que a
medida que aumentam as espessuras, correspondentemente aumentam as
expressdes de niveis de cinza das resinas estudadas. A resina Solitaire®
apresentou o menor nivel mediano de cinza seguida pela Alert®. A resina Surefil®
apresentou o maior valor mediano de nivel de cinza entre todas as resinas. A resina
Prodigy® teve expressao de nivel inferior ao da Surefil® e maior do que 0 expresso

pela Alert®.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Click Here to upgrade to

Unlimited Pages and Expandecs

Your complimentary
use period has ended.

Complete  merosei

3- PROPOSICAO

66


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
- use period has ended. 67
Thank you for using
t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgraa

Unlimited Pages anad

3- PROPOSICAO

3.1- OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito da Laserterapia em baixa intensidade na reparacao de
feridas Osseas produzidas quatro dias antes do inicio de radioterapia externa com
fonte de cobalto radioativo, em ratos.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o efeito da radioterapia e da Laserterapia na massa corporal dos
ratos, com o passar do tempo;

- Avaliar clinicamente, radiograficamente e histologicamente o efeito da
radioterapia externa com fonte de cobalto radioativo e da Laserterapia em baixa
intensidade sobre feridas Osseas produzidas quatro dias antes do inicio de
radioterapia;

- Comparar os resultados obtidos nos tempos de sacrificio de trés e cinco

semanas.
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4- METODOLOGIA

4.1. DELINEAMENTO DA PESQUISA

Foi realizado um estudo sob os paradigmas qualitativo e quantitativo
(PADUA, 1998), conforme especificado a seguir:
Estudo Experimental Verdadeiro, com grupo controle e sG pds-teste

(CAMPBELL; STANLEY, 1970, 1973, 1979). Diagrama:

R XO0O1
R 02
E estudo descritivo ndo-experimental (KOCHE, 1997).

4.2 POPULACAO E AMOSTRA

Apos aprovacédo do projeto desta pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Santa Izabel (ANEXO A), foram aleatoriamente selecionados dezesseis
ratos da espécie Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia, da linhagem
Wistar, machos, adultos jovens, com peso médio de trezentos gramas, provenientes

do Biotério da Faculdade Adventista de Fisioterapia — Cachoeira — BA.
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individuais, em ambiente com controle de temperatura (21 + 1°C) e luminosidade (de
6 h as 18 h), sendo alimentados com racéo industrializada (NUVILAB CR1®), sob a
forma de pelotas, e hidratados ad libitum no Biotério da UNIME - Unido
Metropolitana de Educacdo e Cultura, Lauro de Freitas - BA. O periodo de
adaptacao foi de uma semana. As gaiolas eram higienizadas diariamente e foram

devidamente identificadas.

4.3 EQUIPAMENTOS

- Balanca digital FIZIOLLA®

- Equipamento Telecobaltoterapia (THERATRON 780®) e pecas de chumbo;

- Equipamento de Laserterapia - Diodo Semicondutor (arseneto de gélio e
aluminio) (MM OPTICS — TWIN LASER®, com poténcia de 40 mwW e
comprimento de onda de 780 nm, 100 J/cm?);

- Aparelho radiogréfico digital (TIMEX-70 - DRS®, 70 kV e 7 mA);

- Sistema radiografico digital (DenOptix® - The DenOptix Digital Imaging System,
Gendex® Dental X-ray Division, Densplay® International Inc., Des Plaines,
lllinois, USA);

- Placa de imagem para radiografia cefalomética (18X24 cm) do Sistema DenOptix
(300 dpi (resolucéo de 4 pl/mm ou pixel de 85 pum);

- Motor cirargico de baixa rotagdo Dremel Minimite® (10000 rpm).
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Gaiolas-padrdo com maravalha e bebedouros de agua;

Racéo comercial para ratos e agua;
Seringas de insulina;

Seringas de 10 ml;

Oculos de protecéo de lente transparente;

Anestésico Thionebutal (Frasco-ampola com 1,0 g de tiopental sédico);

Luvas, mascaras e gorro descartaveis;
Campo cirurgico estéril;

Alcool iodado 0,5%;

Cortador de pélos PHILIPS®;

Cabo de bisturi Bard Parked;

Lamina de bisturi n® 15;

Pinca hemostatica curva;

Espatula n® 07;

Broca cirlirgica para peca reta esférica n® 01;
Pinga de disseccéo;

Porta-agulha;

Fios de sutura Catgut 3.0 e Mononylon 4.0;
Compressas de gaze;

Soro fisiologico;

Suporte de acrilico para posicionamento dos ratos durante radioterapia;

Penetrémetro de aluminio com cinco degraus (1 mm de incremento);

Lapis, papel e borracha.

71
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4.3.1 Procedimento Cirdrgico

O procedimento cirdrgico foi realizado no dia zero. ApGs pesagem, 0S
ratos foram anestesiados por injecdo intra-peritoneal de Tiopental Sodico na
dosagem de 0,2 ml/100g de peso corporal. Foi realizada tricotomia na regido
coxofemural da pata traseira, sendo que em metade dos animais foi utilizada a pata
esquerda e na outra metade a pata direita para que, posteriormente, esses animais
pudessem ser encaixados, em pares, no suporte de acrilico nas sessbes de
radioterapia. Com a pele exposta e livre de pélos, procedeu-se a antissepsia com
alcool iodado a 0,5%.

Com o animal posicionado em decubito lateral (Figura 1), foi realizada
uma incisdo tomando-se como referéncia o joelho. A inciséo foi de 2 cm, utilizando
bisturi Bard Parked montado com lamina n® 15, realizada seguindo o longo eixo do
fémur. ApoOs a incisdo, procedeu-se a divulsdo dos tecidos subjacentes com pinca
hemostética curva até a exposicao do periosteo. Em seguida, o periésteo foi também
incisado e descolado utilizando-se para isto a extremidade menor de uma espatula
n° 07.

Com a exposicdo e visualizacdo do fémur, foi medida com uma régua
uma distancia de 1 cm a partir do joelho e nesse ponto foi feito um orificio
monocortical com broca para peca reta n® 1, utilizando motor de baixa rotacdo
Dremel Minimite (10000 rpm), com irrigacdo com soro fisiolégico constante (Figura
2). O orificio teve profundidade igual ao tamanho do didmetro da broca (1 mm). Cada
broca foi utilizada em no maximo trés animais diferentes. Por fim, foi realizada sutura
por planos, utilizando fio reabsorvivel internamente (catgut n® 3.0) e mononylon n®

4.0 com agulha cortante externamente (Figura 3).
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Figura 1. Animal em decubito lateral, com a regido da incisdo preparada

Figura 2: Orificio monocortical com broca para peca reta n® 1
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Figura 4: Animais posicionados no suporte de acrilico, para sesséo de radioterapia
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As sessbes de laserterapia foram iniciadas imediatamente apds o

procedimento cirurgico.

Apés a cirurgia os animais foram divididos em quatro grupos, a saber:

Grupo | (AZUL) — Constituido por cinco ratos que imediatamente apds a
cirurgia foram submetidos a sete sessdes de Laserterapia (780 nm, 40 nW,
100 J/cm?, 0,04 cm? por 100 seg. por ponto, totalizando quatro pontos ao
redor do furo cirdrgico), uma a cada 48 h. Quatro dias ap0s a cirurgia foram
submetidos a radioterapia, da forma descrita. Esses animais foram

sacrificados apos trés semanas.

Grupo Il (VERMELHO) — Constituido por cinco ratos que imediatamente apés
a cirurgia foram submetidos a sete sessdes de Laserterapia (780 nm, 40 nW,
100 J/cm?, 0,04 cm? por 100 seg. por ponto, totalizando quatro pontos ao
redor do furo cirdrgico), uma a cada 48 h. Quatro dias apos a cirurgia foram

submetidos a radioterapia, da forma descrita. Esses animais foram

sacrificados apds cinco semanas.

Grupo Il (PRETO) — Constituido por trés ratos que foram apenas submetidos

a cirurgia e radioterapia, da forma descrita, e sacrificados apos trés semanas.

Grupo IV (VERDE) — Constituido por trés ratos que foram apenas submetidos
a cirurgia e radioterapia, da forma descrita, e sacrificados apds cinco

semanas.

Durante as sessdes de Laserterapia foram tomados todos os cuidados com

relacdo a biosseguranca. Para tanto as ponteiras Laser foram envolvidas com

filme plastico e trocados a cada aplicacdo. E com relacdo ao operador, este

esteve durante todo o procedimento usando luvas, jaleco, gorro, mascara e

oculos de protecgéo.
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Apés a realizacdo da ferida cirargica em todos os animais, esses foram
submetidos a radioterapia (telecobaltoterapia) quatro dias ap6s a cirurgia. Os ratos
foram anestesiados previamente com Tiopental Sédico (0,2 ml/ 100g) e imobilizados,
com auxilio de fitas adesivas, em um suporte de acrilico, construido especialmente
para esse procedimento e baseado no experimento de (MACHADO, 2002). Tal

suporte permitiu a irradiacéo de oito animais de cada vez.

O aparelho utilizado para a irradiacdo foi o THERATRON 780®. A
distancia foco-superficie foi de 80 cm. O tamanho do campo medido e estimado para
cada rato foi de 2X2 cm?, obtidos com a interposicdo de pecas de chumbo. Foi
realizada uma sessao de 3000 cGy, na regiao femural, com um tempo total de
irradiacao de cinguenta minutos (Figura 4).

4.4 .4 Sacrificio dos Animais

Para a obtengcao das amostras, os animais foram sacrificados com trés e
cinco semanas apos a radioterapia, pela administragdo de uma dose letal (3-4 ml) de

hidrato de cloral a 10%, por via intraperitoneal.

Foram removidas as patas traseiras submetidas ao procedimento
cirargico. A remocgao das pegas foi realizada com lamina de bisturi montada em cabo
n? 3, depois da desarticulacdo do fémur com os ossos do quadril. Em seguida as
pecas foram fixadas em formol a 10% até o momento de sua preparacgéo histolégica.
Cada recipiente foi identificado com o nimero do animal e com a cor do grupo ao

gual ele pertencia.
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4.4.5 Obtencdo da Imagem Digital e Analise Radiografica

As pecas cirtrgicas foram colocadas diretamente sobre uma placa de
imagem para radiografia cefalométrica do sistema radiogréfico digital DenOptix® 300
dpi (dots per inch), pixel de 85 um (micrometros), de forma que a peca estivesse
com sua superficie anterior voltada para placa. Todas as pecas, oriundas dos ratos
do mesmo grupo, foram dispostas horizontalmente sobre a mesma placa durante a
exposicao radiogréfica. Isso evitou que possiveis diferencas na exposicdo aos raios
X (ruido fotébnico (SARMENTO, CARVALHO, LUZ, 2004)), alterassem a escala de
cinza exibida nos espécimes de um mesmo grupo experimental. Assim, as variacdes
na densidade e no contraste da imagem final, resultantes das oscilacbes da fonte de
raios X, incontrolaveis, ocorreram de forma igual para todos os espécimes dentro de
um mesmo grupo. Foi adicionado ao conjunto um penetrdmetro de aluminio de cinco
degraus com 1 mm de incremento, utilizado numa etapa posterior para permitir o

ajuste de brilho entre as diferentes imagens (Figura 5).
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Figura 5: Pecas cirurgicas desarticuladas, posicionadas sobre a placa de imagem do
sistema radiografico digital. Notar penetrémetro de aluminio posicionado na
extremidade superior da placa
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Figura 6: Placa de imagem do Sistema DenOptix® sendo posicionada no suporte
para captura da imagem na unidade de leitura

Buibew) YaoNse)
13

Figura 7: Imagem radiografica digital do fémur dos ratos do grupo vermelho
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A placa foi posicionada horizontalmente e o aparelho de raios X incidiu
perpendicularmente a ela (70kV e 7mA), com uma distancia focal de 1,2m e um
tempo de exposicdo de 0,06 seg. Apds exposicdo, a placa foi processada na
unidade de leitura do sistema radiografico digital (Figura 6), o que permitiu a

aquisicdo da imagem (Figura 7).

As imagens foram exibidas entdo no programa do sistema digital, e apos
ajuste de brilho a partir das referéncias do penetrometro, foram anotados os valores
maximo e minimo dos niveis de cinza de um poligono tracado sobre a area irradiada
de cada fémur, utilizando-se a ferramenta “histograma” do préprio programa (Figura
8). A média desses valores foi calculada e anotada em fichas especificas. O ajuste
de brilho teve como finalidade a uniformizacdo dos tons de cinza exibidos pelas
imagens dos diferentes grupos avaliados, evitando que o ruido fotdnico interferisse

na posterior mensuragéo dos valores dos niveis de cinza.

A média dos niveis de cinza refere-se a um valor numeérico que representa
o grau de brilho ou escurecimento dos pixels selecionados. Sabe-se que em um
computador de 8 bits, a escala de cinza pode exibir duzentos e cinglienta e seis
possiveis tons de cinza, variando desde a cor preta até a cor branca, passando por
um numero razoavel de diferentes tons de cinza. Cada um desses tons é
representado no computador por um numero, que varia do valor 0 (zero), que
equivale a cor preta, ao valor 255 (duzentos e cinqienta e cinco), que representa a
cor branca (SARMENTO, PRETTO, COSTA, 1999). Mensurando-se o nivel de cinza

de é&reas selecionadas em uma imagem digital, pode-se avaliar o grau de
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mineralizado que foi atravessado pelo feixe de raios X, durante a exposicéo
radiografica. Assim, pixels com valores de cinza mais altos, sédo brancos ou cinza
claros e representam areas de maior contetido mineral. Areas com niveis de cinza
pequenos (pretos ou cinzas escuros) indicam areas com menor quantidade de tecido
mineralizado, que pode ter sido resultado, por exemplo, de processos de reabsorgéo
0ssea (SARMENTO, RUBIRA, 1998; SARMENTO, PRETTO, 2003; SARMENTO et
al., 2005), ou no caso da estrutura dentéaria, ser resultante de uma descalcificacdo
como ocorre numa leséo de céarie (LAMBERTI, 2004), ou ainda significar uma maior
porosidade ou menor quantidade de materiais odontolégicos (SARMENTO et al.,

1998; LEAL et al., 2001; CRUZ et al., 2004).

| saosoEnn.TiF I ctu |
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Figura 8: Histograma mostrando os valores de nivel de cinza da area selecionada na
pata do espécime zero
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4.4.6 Analise Histolégica de Rotina

Apés obtencdo das radiografias, o fémur foi dissecado e enviado para
processamento histologico no Laboratério de Patologia da Faculdade de
Odontologia da UFBA. Apos descalcificagcdo com acido nitrico a 10% (trinta e oito
horas), foram confeccionadas laminas seriadas de 5 um de espessura e realizadas
as coloracbes de hematoxilina e eosina (HE) (ANEXO B). As laminas foram
avaliadas por microscopia de luz com aumentos de dez, quarenta e cem vezes.
Foram subjetivamente avaliados os seguintes aspectos: contagem de osteécios e
sistemas de Haveres por campo, presenca ou auséncia de osteoblastos e analise

descritiva de cada lamina.

4.5 HIPOTESES

H1: A radioterapia determina diminuicdo do ganho de massa corporal dos ratos;
H2: A Laserterapia ndo provoca racgdes cutaneas adversas;
H3: A radioterapia determina reabsorcdo do tecido O6sseo, sobretudo em éareas

lesionadas;

4.6 ANALISE DE DADOS

Foram aplicados os testes t de Student para amostras pareadas e nao
pareadas, Andlise de Variancia (ANOVA), Mann Whitney e Qui-quadrado para uma
probabilidade de erro de 5%. A distribuicdo normal dos dados foi avaliada pelo teste

Kolmogorov e Smirnov.
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Nesse trabalho o osso escolhido para ser estudado foi o fémur. Apesar do
fémur ndo ter a mesma vascularizacdo da mandibula nem ter o mesmo tipo de
ossificacdo, sendo a mandibula formada, na sua maior parte, por ossificacdo
intramembranosa, e o fémur por ossificagdo endocondral, esse € um osso de f4cil
acesso, 0 que facilita o procedimento cirdrgico e a imobilizagdo do animal, tanto
durante a cirurgia quanto no poés-operatério, para a irradiacdo com Laser. Além
disso, o fémur é o osso de escolha de inUmeras pesquisas anteriores como € visto
nos trabalhos de Weber (2003), Silva Janior (2000), Limeira Janior (2001), Pinheiro

et al. (1997).

O orificio realizado cirurgicamente no fémur dos ratos foi localizado a
aproximadamente 1 cm acima da articulacdo do joelho e teve a profundidade do
diametro da broca (1 mm). Moraes et al. (2005) realizaram um estudo radiografico
por meio de radiografias digitais para avaliar a reparacao do tecido 6sseo em tibias
de ratos estressados. Para tanto foram utilizados vinte ratos Wistar adultos, nos
quais foram produzidos defeitos 6sseos com broca Carbide esférica n® 7004. O

defeito correspondeu ao diametro da broca.

A confeccdo de defeitos 6sseos ja foi realizada por alguns trabalhos com
0 objetivo de avaliar a cicatrizagdo 6ssea. Esses defeitos 6sseos podem ser vistos
em trabalhos como o de WEBER (2003), GORDJESTANI, DERMAUT, THIERENS

(1994), DAVID et al. (1996) e FRIESEN et al. (1999).
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No presente trabalho a intencdo do defeito 6sseo foi de adicionar o fator
trauma ao processo cicatricial. Segundo Neville et al. (2004), dentre outras causas, 0
risco de necrose 0ssea aumenta com o trauma 6sseo. E sabido que muitas vezes o
paciente tem que ser submetido a exodontia de um ou mais dentes antes da
radioterapia, para que dentes infectados ndo induzam uma possivel
osteorradionecrose apo6s a irradiacdo (GRIMALDI, et al.,, 2005). Porém, esse
procedimento preventivo também provoca um processo inflamatorio. Se a
radioterapia tiver inicio antes da resolugdo deste quadro, a area podera nao

cicatrizar.

A dose da radioterapia de 3000 cGy foi escolhida por ser a média das
doses utilizadas em trabalhos anteriores, como o de Maeda (1988), no qual foi
utilizado o fémur de ratos desta mesma linhagem. Essa dose foi aplicada em uma
Unica sessao. No trabalho de Kiyohara (2003) foi utilizada uma dose de 3000 cGy
de radiacdo X, em ratos com o objetivo de induzir osteomielite e analisar qual o
melhor método radiografico para observar essas alteragcdes. O trabalho realizado por
Ozebek (2004) examinou os efeitos da radioterapia fracionada na cicatrizacdo de
feridas. Os animais foram divididos em dois grupos. Um grupo recebeu uma dose

total de 4.000 cGy e o outro grupo, 4.800 cGy.

Em seres humanos a terapia antineoplasica de radioterapia € fracionada
em doses semanais. Isso nao poderia ser feito em animais, pois 0S mesmos nao

suportariam ser submetidos a varias anestesias gerais para as aplicacoes.
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gue adotaram a aplicacdo pontual em quatro pontos equidistantes (WEBER, 2003;
VIEIRA; 2003; LIMEIRA, 2001; LIMEIRA, 2004; FREITAS, 2000; DORTBUDAK,

HAAS, MAILATH-POKORNY, 2000; SILVA JUNIOR, 2000).

Com relacdo ao célculo da dose, o presente experimento foi baseado no
trabalho realizado por Lirani (2004) onde o Laser utilizado foi o de AsGaAl da marca
MM Optics, modelo Twin Laser infravermelho, com 780 nm de comprimento de onda,

4 mm? de area de spot, 30 mW de poténcia e dose de 112,5 J/cms,.

Massa Corporal dos Ratos

Inicialmente sdo mostradas as diferencas na massa corporal dos ratos nos
diferentes grupos examinados, ao longo do tempo. O objetivo desta andlise é
certificar que os ratos provenientes de uma dada populacdo (Biotério da Faculdade
Adventista de Fisioterapia — Cachoeira — BA) foram aleatoriamente distribuidos em

guatro grupos, que foram submetidos a metodologias distintas.

Observa-se que no dia zero, ndo existia diferenca estatistica na massa
corporal dos ratos nos quatro grupos (p= 0,5478 - Andlise de Variancia (ANOVA)),

sendo que a média da massa em cada grupo € mostrada na Figura 9.
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Figura 9: Média da massa corporal dos ratos no dia zero, nos grupos avaliados

Comparados dois a dois, observa-se que entre os grupos preto e azul ndo
houve diferenca estatistica na massa corporal dos ratos no dia zero (p= 0,5682 -
Teste t de Student). J& entre os grupos verde e vermelho, houve diferenca estatistica
(p= 0,0339 - Teste t de Student), sendo a média da massa corporal do grupo verde

maior.

Na terceira semana do experimento, quando os animais dos grupos preto
e azul foram sacrificados, observa-se também que ndo houve diferenca significativa
entre os quatro grupos (p= 0,4474 - Analise de Variancia (ANOVA)). As médias da

massa corporal em cada grupo sao mostradas na Figura 10.

400+

H Preto
EVerde
HAzul
EVermelho

Peso (g)

Figura 10: Média da massa corporal dos ratos na terceira semana, noS grupos

avaliados.
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diferenca estatistica na massa corporal dos ratos entre os grupos preto e azul (p=
0,7041 - Teste t de Student) e entre os grupos verde e vermelho (p= 0,0578 - Teste t
de Student). Isto pode indicar que as aplicagdes das diferentes terapias (radioterapia
e Laserterapia ou ndo) nado influenciaram o ganho de peso dos ratos. Apesar disso,
observa-se também que no periodo entre o dia zero e a terceira semana do
experimento, todos 0s ratos ganharam massa corporal. Os dados sdo mostrados no

Quadro 1.

Quadro 1: Média da massa corporal dos ratos entre o dia zero e a terceira semana

do experimento, em cada grupo

Grupo Massa corporal (g) % de ganho p
Dia zero Terceira (Teste tde
Student para

seémana amostras

pareadas)
Preto 314,33 335,67 6,78 0,0039
Verde 333,00 353,00 6,01 0,0074
Azul 329,40 344,80 4,68 0,0027
Vermelho 310,80 324,80 4,50 0,0433

Observa-se ainda que as maiores frequéncias de ganho de massa
corporal ocorreram nos animais dos grupos preto e verde. Esses foram aqueles que

ndo foram submetidos a Laserterapia.

Na quinta semana do experimento, existiam apenas 0s animais dos

grupos verde e vermelho. Observa-se que nédo existiu diferenca na massa corporal
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p= 0,4354 - Teste t de Student). Os dados sao

Figura 11: Média da massa corporal dos ratos na quinta semana, nos grupos verde e

vermelho.

Comparando-se a massa corporal entre o dia zero e a quinta semana

nesses grupos, observa-se que os ratos continuaram ganhando massa corporal. Os

resultados sao mostrados no Quadro 2.

Quadro 2: Média da massa corporal dos ratos entre o dia zero e a quinta semana do

experimento, nos grupos verde e vermelho

Grupo Massa corporal (g) % de ganho T tp o
: : este e
Dia zero Quinta semana Student para
amostras
pareadas)
Verde 333,00 364,00 9,31 0,0096
Vermelho 310,80 352,00 13,26 0,0029
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animais do grupo vermelho foi maior que o do grupo verde. No grupo vermelho, os

ratos foram submetidos a Laserterapia.

Esses resultados diferem de outros encontrados na literatura, que
mostram que o peso diminui com o passar do tempo em animais submetidos a
radioterapia. Isso pode ser observado no trabalho de Maeda (1988), no qual duas

semanas apos a irradiacdo, os animais perderam peso.

Esse aumento de peso, no presente trabalho, pode ser devido a fase em
gue esses animais se encontram. Entre cinqiienta a sessenta dias de vida, animais
desta linhagem estdo na fase da puberdade (HARKNESS, 1999). Como no inicio do
experimento esses animais estavam com idade de trinta dias, eles se encontravam
em fase de crescimento até chegar a 350 g que € a média de peso para um adulto.

O que pode ter acontecido foi um aumento de peso mais lento do que o normal.

Andlise Clinica dos Ratos

Antes do sacrificio dos animais, os mesmos foram analisados
clinicamente, com o objetivo de determinar se houve uma correta cicatrizacdo das
feridas cirargicas em tecidos moles, ou a ocorréncia de reac¢des inflamatérias, com
formacdo de abscessos e/ou fistulas (Figura 12). Pode-se observar que nos ratos
dos grupos preto e verde, as feridas cicatrizaram sem intercorréncias, porém
naguelas dos grupos azul e vermelho (que foram submetidas a Laserterapia), na sua

minoria houve formacdo de abscesso e fistulagdo. Os dados sdo mostrados na
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jA& que o Laser de baixa intensidade é capaz de aumentar a producdo de

prostaglandinas e outros mediadores quimicos da inflamag¢do (GENOVESE, 2000).

Dessa forma o Laser de baixa intensidade ao interagir com os tecidos causa
alteracbes na membrana celular, altera sua permeabilidade, aumenta a sintese de
ATP e outras atividades metabdlicas, promovendo, assim, uma série de alteracfes
fisiologicas. Diferentes comprimentos de onda parecem ser absorvidos por distintos
receptores. A maioria dos autores concorda que a melhora na cicatrizagcdo das
feridas € devido ao aumento na proliferacdo celular. As alteragBes fotoquimicas
estimuladas pela agdo da luz, tanto na membrana celular quanto no ndcleo da
célula, sdo: aumento da vasodilatacdo local, angiogénese, producéo de fibroblastos,
sintese de colageno, producéo de linfécitos T e B, liberacdo de endorfinas locais e
alteracbes nas prostaglandinas locais (mudancas fisiol6gicas como resultado da luz
Laser nos tecidos moles). Este tipo de terapia € usado na estimulacdo da
cicatrizacdo nos tecidos moles, como antiinflamatério, no alivio da dor e para
estimular o sistema imune a fim de atenuar os efeitos infecciosos (FRANKS, 1999).
Apesar destas afirmacbes, no presente trabalho, a Laserterapia parece ter
aumentado a reacdo inflamatoria nos tecidos moles, principalmente apds trés
semanas dos procedimentos experimentais (grupo azul). No grupo vermelho,
também submetido a Laserterapia, ocorreu reacao inflamatoria em tecidos moles,
porém em menor quantidade, o que parece indicar mais uma vez que as alteracdes

séo revertidas com o passar do tempo.
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apresentaram clinicamente reacdo inflamatoria na

ferida cirdrgica, no dia do sacrificio, a depender do grupo avaliado

Grupo Cicatrizacao Reacao Total
normal inflamatoria

Preto 3 (100%) 0 3

Verde 3 (100%) 0 3

Azul 3 (60%) 2 (40%) 5

Vermelho 4 (80%) 1 (20%) 5

Total 13 3 16

Figura 12: Aspecto da fistula apos

irradiada. Animal do grupo azul

92

dois dias de drenagem espontanea da perna
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Apoés o sacrificio dos animais (apds trés ou cinco semanas), as pernas
traseiras dos ratos foram desarticuladas e conservadas em formol a 10%,
devidamente identificadas. As pecas cirurgicas de cada grupo avaliado foram entéo
arrumadas sobre uma placa o6tica (300 dpi) do Sistema DenOptix®, e radiografadas
de forma padronizada. As imagens foram armazenadas e avaliadas no programa do
préprio sistema digital, quando as médias dos niveis de cinza da regido irradiada do
fémur de cada rato foram registradas. Adicionalmente, nesta etapa também foram
radiografadas as pernas traseiras contra-laterais de cada rato, jA que nao existia o
padrdo-ouro imaginolégico para servir como referéncia na discussdo dos achados.

Os resultados sao mostrados na Figura 13.

1405
120+
100+
801
60
40+
20

PR VD AZ VM

|I:| Irradiado H Contra-lateral |

PR= preto; VD= verde; AZ= azul; VM= vermelho
Figura 13: Media nos niveis de cinza do fémur dos ratos, a depender do grupo

avaliado

Observa-se que em todos 0s casos, a excecdo do grupo verde, a média

dos niveis de cinza da perna submetida a radioterapia foi menor que a da perna
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adioterapia pode ter provocado uma diminuicdo da

guantidade do tecido 6sseo, que tendeu a normalizar com tempo, ja que no grupo
verde (ratos sacrificados apds cinco semanas), esse quadro foi revertido. No grupo
vermelho, cujos ratos também foram sacrificados apds cinco semanas, as pernas
irradiadas tiveram valores de média dos niveis de cinza também inferiores a da
perna contra-lateral. Porém estas pernas receberam adicionalmente Laserterapia, o
que parece ter contribuido para manutencdo de valores de niveis de cinza mais
baixos. Apesar desta constatacdo, as diferencas nao foram significativas (p= 0,5520;

p=0,3719; p= 0,0749 e p= 0,1119, respectivamente — teste t de Student).

Comparando-se apenas as pernas irradiadas entre 0s grupos, tem-se 0s

resultados mostrados no Quadro 3.

Quadro 3: Média dos niveis de cinza do fémur irradiado, nos diferentes grupos

avaliados

Tempo de Média dos niveis | Média dos niveis p
sacrificio de cinza de cinza Teste t de Student
Trés semanas 117,33 (Preto) 102,60 (Azul) 0,1052
Cinco semanas 116,33 (Verde) |116,40 (Vermelho) 0,9923

Nos ratos dos grupos preto e azul, sacrificados apds trés semanas,
embora ndo tenha havido diferenca estatistica (p= 0,1052 - teste t de Student),
observa-se que a média dos niveis de cinza foi menor no grupo azul, que foi
submetido a Laserterapia. Isso pode indicar uma menor quantidade de tecido 6sseo

nos ratos deste grupo. Apds cinco semanas as diferencas na quantidade do tecido
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tempo decorrido determinou a normalizacao das alteragfes 6sseas.

Embora utilizando metodologias distintas, a avaliacdo dos niveis de cinza
do tecido 6sseo tem sido utilizada para identificar areas de reabsorgdo ou
neoformacdo Osseas. Isto jA foi constatado na presenca de lesdo periapical
(SARMENTO, RUBIRA, 1998; SARMENTO, PRETTO, 2003, BELTRAO 2004), nos
casos de periodontite (COSTA, 2003) e até mesmo na osteointegracao perimplantar

(ABREU, 2003).

Kiyohara et al. (2003) realizaram um trabalho onde o objetivo foi
estabelecer o melhor método radiografico para identificar lesdes 6sseas em tecido
submetido a radioterapia. Trinta e cinco ratos foram submetidos a radioterapia de
3.000 cGy com o intuito de induzir osteomielite. Para andlise radiogréafica foram
utilizados trés métodos de diagndstico: valor do nivel de quantum, porcentagem do
valor do pixel esqueletal e analise do volume esqueletal e do volume do espaco
esqueletal. A analise radiografica foi comparada com a leitura histologica. Como
resultado foi observado que a analise da porcentagem do valor do pixel esqueletal e
do volume esqueletal foram bem melhores na detec¢édo de defeitos no tecido 6sseo

submetidos a radioterapia.
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Apds obtencdo das radiografias digitais, o fémur da perna submetida a
radioterapia e a Laserterapia ou ndo, foram dissecadas, desmineralizadas, cortadas
e coradas pelo método de HE. As laminas originadas foram analisadas sob
microscopia de luz, com aumentos de vinte, quarenta e cem vezes. Além da
descricao subjetiva dos cortes, alguns parametros foram quantificados. S&o
apresentados os resultados da contagem de ostedcitos, osteoblastos e sistema

Harversianos em dez campos de cada rato, nos diferentes grupos.

Andalise descritiva das laminas

GRUPO PRETO (SEM LASERTERAPIA, SACRIFICIO EM TRES SEMANAS)
Tecido 6sseo maduro apresentando linhas basofilicas ndo paralelas entre
si, com presenca de ostedcitos no interior de osteoplastos dispostos aleatoriamente.
As lacunas medulares exibem tamanho e formato variados, preenchidos por tecido
conjuntivo frouxo com osteoblastos em superficie. A regido central € composta por

medula 6ssea vermelha e adipdcita, com presencga de espiculas 0sseas.

GRUPO VERDE (SEM LASERTERAPIA, SACRIFICIO EM CINCO SEMANAS)
Tecido 6sseo maduro apresentando linhas basofilicas ndo paralelas entre

si, com presenca de ostedcitos no interior de osteoplastos dispostos aleatoriamente.

Observa-se a presenca de poucas lacunas medulares de tamanho e formato

variados, preenchidos por tecido conjuntivo frouxo com osteoblastos em superficie.
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de espiculas 6sseas.

GRUPO AZUL (COM LASERTERAPIA, SACRIFICIO EM TRES SEMANAS)

Tecido 6sseo maduro apresentando linhas basofilicas ndo paralelas entre
si, com presenca de ostedcitos no interior de osteoplastos dispostos aleatoriamente.
As lacunas medulares exibem tamanho e formato variados, preenchidos tecido
conjuntivo frouxo com osteoblastos em superficie. A regido central € composta por
medula 6ssea vermelha e adipécita, com presenca de espiculas ésseas. Observa-se

ainda presenca de algumas formac¢des Harversianas.

GRUPO VERMELHO (COM LASERTERAPIA, SACRIFICIO EM CINCO SEMANAS)
Tecido 6sseo maduro apresentando linhas basofilicas ndo paralelas entre
si, com presenca de ostedcitos no interior de osteoplastos dispostos aleatoriamente.
As lacunas medulares exibem tamanho e formato variados, preenchidos por tecido
conjuntivo frouxo com osteoblastos em superficie. A regido central € composta por
medula 6ssea vermelha e adipécita, com presenca de espiculas ésseas. Observa-se

ainda presenca de algumas formacdes Harversianas
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Nesta andlise apenas o0s ostedcitos viaveis foram contabilizados.
Comparando-se os ratos dos grupos preto e azul, sacrificados apos trés semanas,
observa-se que houve diferenca estatistica (p< 0,0001 - Teste t de Student) na
quantidade média de ostedcitos, sendo maior no grupo azul (Figuras 14, 15 e 16).
Os ratos do grupo azul foram submetidos a Laserterapia, além da radioterapia. Isto
parece indicar que a atividade celular mostrou-se mais intensa apds Laserterapia.
Isso esta de acordo com os achados clinicos, que demonstraram reacao inflamatoria

nesse grupo e remodelacéo 6ssea na andlise radiografica

Figura 14: Animal do grupo irradiado com Laser e sacrificado com trés
semanas (grupo azul). Observar a presenca de grande quantidade de ostedcitos.

(HE, aproximadamente 40X)
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Figura 15: Animal do grupo néo irradiado com Laser e sacrificado com trés

semanas (grupo preto). Observar a pequena quantidade de ostedcitos (HE,

aproximadamente 40X)
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Figura 16: Média do numero de ostedcitos (dez campos) nos ratos dos grupos preto

e azul
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cinco semanas do experimento, também houve diferenca estatistica (p< 0,0001 -
Teste t de Student) no nimero médio de ostedcitos nos campos avaliados. Mais uma
vez, observa-se que o grupo que foi submetido a Laserterapia (vermelho) houve um
maior numero médio de osteécitos (Figura 16), demonstrando maior atividade
celular. Isto corrobora com os achados clinicos e imaginolégicos da presente

pesquisa.

EVerde
B Vermelho

Ostedcitos

Figura 17: Média do numero de ostedcitos (dez campos) nos ratos dos grupos verde

e vermelho.

Se forem comparados 0s grupos preto e verde entre si, ambos néo
submetidos a Laserterapia, observa-se que ndo houve diferenca estatistica na média
do numero de ostedcitos nos campos avaliados (p= 0,4139 - Teste t de Student).
Dados mostrados na Figura 18. Da mesma forma, entre os grupos azul e vermelho,
ambos submetidos a Laserterapia ap0s a radioterapia, observa-se que nao houve
diferenca estatistica entre a média do numero de ostedcitos (p= 0,8304 - Teste t de
Student), embora em ambos 0s casos 0 numero de ostedcitos tenha diminuido com
o tempo. Os resultados sao exibidos na Figura 19. Isto demonstra que foi a

Laserterapia o responsavel pelo aumento do nimero de ostedcitos nos grupos azul
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ostedcitos. Esse dado é confirmado com o trabalho realizado por Maeda (1988).
Nesse trabalho foi avaliado o efeito de altas doses de radioterapia nas propriedades
biomecanicas e morfoldgicas na cortical 6ssea e suas mudancas durante o tempo.
Como conclusdo observa-se que o numero de células tanto da cortical quanto da
medula diminuiu ao longo das cinco semanas de duracdo do experimento e a

atividade de remodelacdo 6ssea aumentou.

M Preto
OVerde

Ostedcitos

Figura 18: Média do numero de ostedcitos (dez campos) nos ratos dos grupos preto

e verde

Pelo resultado demonstrado acima, pode-se perceber que o numero de
ostedcitos por campo é maior nos grupos irradiados com Laser. Isso pode ser

demonstrado em alguns trabalhos onde a Laserterapia € aplicada em tecido 6sseo.

A atividade de células ésseas, apos aplicacdo do laser de ArGaAl em
defeitos O6sseos em fémur de ratos, foi avaliada por Nicolau et al. (2003). As
irradiacbes foram realizadas perpendicularmente & superficie epitelial

correspondente ao sitio cirdrgico, com doses de 1 J/cm?, apés 2, 4, 6 e 8 dias de


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

* C

Your complimentary
use period has ended. 102
om p I ete Thank you for using
PDF Complete.

CI)'ck Here to upg

Unlimited Pages & lemonstraram aumento da atividade de ostedcitos e

de osteoclastos, no entanto, ndo mostraram mudangas na estrutura éssea com a

aplicacao do Laser.

Com relagéo ao tempo de aplicacéo da Laserterapia, o protocolo seguido
€ 0 mesmo em quase todos os trabalhos (aplicacdo de dois em dois dias, totalizando
sete aplicacbes) (LIMEIRA, 2001; VIEIRA, 2003; TORRICELLI et al., 2001, NICOLE

et al., 2003).

Presenca de osteoblastos na periferia do osso cortical

Na analise dos resultados referente a presenca ou ndo de osteoblastos na
periferia da cortical 6ssea, pode-se observar que houve associacdo (p< 0,05) entre
esta variavel e os grupos avaliados, sendo que nos grupos irradiados com Laser a
presenca dessas células ocorreu com maior freqiéncia que nos grupos que nao

receberam o tratamento (Quadro 4).

Quadro 4: Associacao entre a presenca de osteoblastos na periferia do osso cortical

€ 0 grupo avaliado

Grupos p (Teste Qui-quadrado)
Preto X Azul X%.= 14,86 (p< 0,05)
Verde X Vermelho X%.:= 18,76 (p< 0,05)

Isso significa que a luz Laser (nos grupos azul e vermelho) aumentou a

gquantidade de osteoblastos (Figura 19), provavelmente porque depois da
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Laserterapia intensificou o processo inflamatério com aumento da reabsor¢do 6ssea

e depois da neoformacao do mesmo tecido.

Alguns trabalhos como os de Ddrtbudak, Haas, Mailath-Pokorny (2000),
Freitas, Baranauskas, Cruz-Ho6fling (2000), Almeida-Lopes et al. (2001), Kreisler et al
(2002) analisaram os efeitos da radiacdo Laser na taxa de proliferacdo de células,
tanto de osteoblastos como de fibroblastos. Os resultados observados nesses
trabalhos mostram que a Laserterapia aumenta o nimero dessas células, tanto in

vitro quanto in vivo.

Quadro 5: Associacao entre a presenca de osteoblastos na periferia do osso cortical

€ 0 grupo avaliado

Grupos p (Teste Qui-
guadrado)

Preto X Verde X%:=0,8 (p> 0,05)

Azul X Vermelho X%:=0,2 (p> 0,05)

Entre os grupos controles (que néo foram submetidos a Laserterapia — preto e
verde) entre si, e entre os que foram submetidos aquela terapia (azul e vermelho)
entre si, ndo houve associagédo entre a presenca de osteoblastos na periferia e 0s
grupos avaliados (p> 0,05). O gque indica que tanto em trés semanas, quanto em
cinco, o padrédo celular dos osteoblastos permanece inalterado. Um exemplo de

corte histoldgico do grupo preto € mostrado na Figura 20.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complime
use period has
Thank you f
Complete i

Click Here to upgrade to
Unlimited Pages and Expancdechss

104

Figura 20: Animal do grupo irradiado com Laser e sacrificado com trés semanas

(grupo azul) Observar a presenca de osteoblastos na periferia do osso cortical (HE,

aproximadamente 40X)

Figura 21: Animal do grupo néo irradiado com Laser e sacrificado com trés semanas

(grupo preto). Observar a auséncia de osteoblastos na periferia do osso cortical (HE,

aproximadamente 40X)
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Baseados nos resultados da andlise histolégica descritiva dos grupos,
pode-se notar que a Unica diferenca marcante entre os animais foi que os irradiados
com Laser apresentaram algumas formacgdes Harversianas. Contabilizada, entdo, a
guantidade média de canais de Harvers em dez campos de cada corte histolégico
obtido dos grupos avaliados, observou-se que existiu diferenca significativa (p<
0,0001) na quantidade de canais de Harvers entre 0os grupos preto e azul e entre os
grupos verde e vermelho, sendo maior nos grupos submetidos a Laserterapia (azul e

vermelho). Esses dados podem ser visualizados no Quadro 6 e nas Figuras 22 e 23.

Quadro 6: Média do namero de canais de Harvers entre 0os grupos avaliados

Grupos Média Teste de Mann-
Whitney)

Preto X Azul 1,3 X 1,97 p< 0,0001

Verde X Vermelho 4,02 X 4,04 p< 0,0001

Isso significa que a luz Laser (nos grupos azul e vermelho) aumentou a
quantidade de canais de Harvers, devido a intensificacdo do processo inflamatorio,

ocorrido nesses ratos.
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0S preto e verde entre si, notou-se que houve

diferenga estatistica também, sendo a média da quantidade de canais de Harvers

um pouco maior no grupo verde (sacrificado em cinco semanas). Isto indica que com

0 passar do tempo existe uma tendéncia de formacdo de um maior numero de

canais de Harvers, que provavelmente foi diminuida sob efeito da radioterapia. Ja

entre os grupos azul e vermelho entre si, observou-se que nao existiu diferengca na

guantidade de canais de Harvers, embora no grupo vermelho (sacrificado em cinco

semanas) essa media tenha sido maior que nos ratos do grupo azul (sacrificado em

trés semanas).

Quadro 7: Média do namero de canais de Harvers entre os grupos avaliados

Grupos Média Teste de Mann-
Whitney)

Preto X Verde 1,3 X4,02 p< 0,02

Azul X Vermelho 1,97 X 4,04 p< 0,02

M Preto
EVerde

C. Havers

Figura 22: Média do numero dos canais de Harvers dos grupos verde e preto
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HAzul
B Vermelho

C. Harvers

Figura 23: Média do numero dos canais de Harvers dos grupos azul e vermelho

Esses dados confirmam o que alguns trabalhos ja mostraram, como o fato
de o Laser de baixa intensidade ter uma acé&o indireta sobre a microvascularizacéo
local. A radiacdo Laser age sobre o esfincter pré-capilar, por meio de mediadores
guimicos, paralisando-o e produzindo sua abertura constante e, portanto um
estimulo & microcirculagdo. Admite-se que um dos intermediarios, ndo o unico, € a

liberacdo de histamina (GENOVESE, 2000).

As reacdes vasculares durante a Laserterapia também séo consideradas
como um dos possiveis mecanismos responsaveis pelos efeitos clinicos da luz
Laser, pois a circulagédo sangtiinea é um determinante importante para a cicatrizagao
de feridas e para o alivio da dor. A melhora da circulagdo, devido a radiacdo com o
Laser, pode ser considerada um dos possiveis mecanismos da eficacia clinica do
Laser de baixa poténcia no tratamento da dor ou para promover a cicatrizacdo de
feridas. Maegawa et al. (2000) estudaram o efeito do Laser ndo ablativo na
microcirculagdo mesentérica de ratos, in vivo, e na concentragdo sistolica de calcio
em células musculares de vasos em ratos, in vitro. O Laser utilizado possuia um

comprimento de onda de 830 nm, sendo aplicada uma dose de 38,2 mW/mm?. Os
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que levou a um aumento marcante na circulacdo sanglinea arteriolar. Os autores
concluiram que as alteracdes circulatérias observadas parecem ser mediadas

largamente pela reducgéo do ion célcio intracelular em células musculares dos vasos.

No trabalho realizado por Vieira (2003), os resultados demonstraram,
dentre outras coisas, que nos grupos nutridos e irradiados com Laser houve
formacdo de inlUmeros vasos capilares em 100% dos espécimes, e em 70% dos
espécimes, observou-se vasos dilatados e congestos, contendo em seu interior

células polimorfonucleares.

A presenca de formacgfes Harversianas e aumento do niumero de células
O0sseas nos grupos irradiados com Laser € de grande importancia, uma vez que
tecidos 6sseos submetidos a radioterapia sofrem diminuicdo das células Osseas,
vasoconstriccao e diminugéo da capacidade do osso de se regenerar (ROSA, 2000;
LIMA, 2004), sendo estes alguns dos motivos para a facilidade de instalacdo de uma
osteorradionecrose apos infeccdo 0ssea.

Wourzler (1998) realizou um trabalho com objetivo de investigar o potencial
das proteinas morfogenéticas (BMPs) na cicatrizacao de tecido 6sseo radioinduzido.
Para isso defeitos de 3 mm de diametro foram feitos em calvaria de ratos. Os
defeitos foram tratados com BMPs usando colageno tipo | como carreador. Os
animais foram submetidos a uma Unica dose de radioterapia de 1.200 cGy. Alguns
animais fizeram a cirurgia dois dias antes da radioterapia e outros sete dias antes.

Como resultado observou-se que 0 grupo que néo sofreu radioterapia apresentou

neoformacdo Ossea. No grupo experimental onde foi feito o enxerto e radioterapia
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enxerto. No grupo que foi irradiado, porém néo teve enxerto, ndo houve formacgéo
0ssea e ainda ocorreu diminuicdo de tecido 6sseo. A conclusédo foi que as BMPs

proporcionaram melhora na cicatrizacdo 6ssea em tecidos radioinduzidos.

Um outro trabalho, realizado por Morales (1987), teve como objetivo
comparar a cicatrizagdo de enxertos 6sseos em mandibula de coelhos submetidos a
radioterapia pos-operatdria com outro grupo que sofreu radioterapia pré-operatoria.
A consolidagédo do osso foi avaliada pelo peso e analise histolégica. Como resultado
pode-se observar que a irradiacdo pré-operatéria resultou em estrutura O0ssea
deficiente. A irradiacdo pds-operatoria proporcionou maior resisténcia ao 0sso. Isso
pode ser explicado pelo fato de que quando a radioterapia é feita antes o tecido
0sseo ja se encontra debilitado no momento da cirurgia, ou seja, a estrutura 6ssea

gue ja se encontra debilitada é submetida a outra agressao.

E sabido que a ac&do do Laser em baixa poténcia € mais eficaz em tecidos
debilitado. Essa teoria tem sido confirmada em alguns trabalhos onde o Laser foi
usado em animais debilitados. Um exemplo desses trabalhos foi o realizado por
Vieira (2003). No presente trabalho a radioterapia deve ter debiltado o tecido 6sseo,
e desta forma, esse tecido tornou-se mais susceptivel ao efeito posterior da

Laserterapia.

Do exposto, pode-se afirmar que a utilizagdo da luz Laser estimulou o
processo de reparacdo de feridas cirdrgicas, quando iniciada antes do tratamento

radioterapico, em ratos, sob o0s protocolos aqui estudados, embora tenha
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Isso determina uma expectativa muito grande da utilizacdo da Laserterapia em
humanos que serdo submetidos a tratamento radioterapico e possuem dentes com
indicacdo de exodontia ou que necessitem de intervencgdes cirdrgicas antes do inicio
das sessdes de radioterapia. E certo porém que investigacdes adicionais precisam
ser realizadas, para se aferir a seguranca do método. Caso a Laserterapia fosse
indicada em tais situagcoes poderia estimular a reparacéo dos tecidos e assim evitar

a instalacdo de um quadro infeccioso e osteorradionecrose, apds a radioterapia.

Sendo um tratamento de custo relativamente baixo e que se baseia na
utilizacdo de equipamentos portateis, tais aplicagées clinicas podem contribuir no
futuro para uma efetiva adequagdo do meio bucal nos pacientes com cancer de
cabeca e pescoco e que tenham indicacdo de radioterapia. Para a aplicagcdo do
método, reforca-se a necessidade da participacdo do cirurgido-dentista na equipe
oncoldgica, trazendo beneficios multiplos a uma melhor qualidade de vida do

paciente.

Além disso, outros protocolos de utilizagdo da Laserterapia assim como
sua aplicacdo em momentos distintos do tratamento radioterapico necessitam de

investigacoes.
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Baseados nos protocolos utilizados nesse estudo, pode-se concluir que:

- A Laserterapia determinou a intensificagdo do processo inflamatério nas

pernas submetidas a radioterapia externa com fonte de cobalto radioativo, em ratos;

- N&o houve diminuicdo da massa corporal nos animais submetidos a

radioterapia, associada ou ndo a Laserterapia;

- A Laserterapia determinou a formacéo de abscessos e fistulas cutaneas

nas pernas irradiadas;

- A radioterapia provocou remodelacdo Ossea, intensificada pela

Laserterapia;

- A Laserterapia aumentou o0 nimero de ostedcitos, osteoblastos no 0sso

cortical e canais de Harvers nos espécimes avaliados;

- Os efeitos observados tenderam a regredir com o passar do tempo.
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ANEXO B — Coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE)*

1. Lavar em agua corrente.

2. Imergir na hematoxilina por 5 minutos.

3. Mergulhar rapidamente no diferenciador (alcool 70° + HCI) 2 ou 3 vezes.

4. Imergir em agua por 1 minuto (quanto maior o tempo, mais intenso € o azul).
5. Imergir na eosina por 10 a 15 segundos.

6. Lavar rapidamente em agua destilada.

7. Imergir em &lcool 70° por 1 minuto.

8. Imergir no alcool 95° por 1 minuto, 2 vezes.

9. Imergir no alcool absoluto por 1 minuto, 2 vezes.

10. Lavar rapidamente em xilol.

11. Imergir em xilol ( pode ser mantido no xilol até a montagem).

Fonte: Disponivel em:< http://icb.usp.br/~mlracz/LabVir/ecp/ecp.htm>. Acesso em: 26 set. 2003.
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