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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar, por métodos histologicos, tomograficos e
fisicos, o efeito do laser de baixa poténcia (LLLT — 830 nm) no osso neoformado em
mandibulas de coelhos submetidas a fratura, sem ou com distragdo osteogénica (DO). Foram
utilizados 10 coelhos para as analises histologicas (quatro para o grupo controle e seis para o
experimental) além de cinco coelhos para as analises tomograficas e fisicas (um n#o-
fraturado, ndo-distraido ¢ sem irradiacdo laser; um fraturado, ndo-distraido e sem irradia¢do
laser; um fraturado, ndo-distraido e com irradiacdo laser; um fraturado, distraido e sem
irradiacdo laser; um fraturado, distraido e com irradiac@o laser). Para os coelhos que sofreram
alongamento 6sseo por DO foi adotado o seguinte protocolo: laténcia — trés dias, ativagdo —
sete dias 0,7mm/d, e consolida¢do — 10 dias. Para os animais irradiados, utilizou-se o laser
infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW) com o seguinte protocolo: dose pontual de 10
J/cmz, diretamente sobre o sitio Osseo submetido a fratura e/ou DO, no periodo de
consolidag@o Ossea, respeitando-se intervalos de 48 horas. O percentual do osso neoformado
foi maior no grupo com laser (57,89%) do que no controle (46,75%), p=0,006, conforme
observado na andlise histologica. A analise tomografica revelou aumento da densidade,
medida em Unidades Hounsfield (HU), dos ossos fraturados que foram irradiados com laser.
Com relagdo as propriedades fisicas, pareceu ndo haver grandes diferengas entre os grupos
que sofreram fratura. Nos ossos submetidos a DO, o laser ndo promoveu alteragio da

nanodureza, mas modificou os valores do modulo de elasticidade, na amostra estudada.

Palavras-Chave: Osteogénese por Distracdo. Lasers. Microscopia. Tomografia. Testes de
Dureza.”

*Bireme: Descritores em Ciéncias da Saude. http://decs.bvs.br/



ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the bone repair in defects created by
fracture with or without distraction osteogenesis in rabbit lower jaws stimulated with low
level laser therapy (LLLT — 830 nm) by histology, computerized tomography and mechanical
properties. 10 rabbits underwent surgery in order to have histologic analysis (four control and
six experimental) and five rabbits to tomographic and mechanical analysis (one not broken,
not distracted and not irradiated; one broken, not distracted and not irradiated; one broken, not
distracted but irradiated; one broken, distracted and not irradiated; one broken, distracted and
irradiated). In order to achieve the distracted bone, the following protocol was used: latency
period— three days, activation period — seven days 0,7 mm/d, consolidation period — 10 days.
The animals were irradiated with infrared laser (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW) with 10 J/cm2
dose per spot applied directly to the distraction osteogenesis site during the consolidation
stage at 48 h intervals. Histologically, the area of the new bone was higher on irradiated group
(57,89%) than the control (46,75%), p=0,006. The tomographic analysis shows higher bone
density, measured by Hounsfield Units (HU) on the broken bone irradiated with laser and
better uniform repair. The mechanical properties were the same in the broken bone. On the
distracted bone, the hardness was similar in both groups, but the laser modified the elastic

modulus in these rabbits.

Key-words: Distraction Osteogenesis. Lasers. Microscopy. Tomography. Hardness Tests*

*Mesh: Medical Subject Headings. http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21
Figura 22
Figura 23
Figura 24
Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32

LISTA DE ILUSTRACOES

Representacio esquematica de uma matriz formada por quadros........................ 28
Representacio esquematica dos elementos denominados voxels......................... 29
Cada voxel recebe um niimero de acordo com o grau de atenuacdo de RX......... 29
Escala de cinza com variagao de densidade ..........cccocveeeiieeciieeciiieciie e 30
Os varios tipos de tecidos aparecem diferenciados entre si na TC...................... 30
O penetrador esta preparado para penetrar 8 amMOStra..........ceeevveerveerveereerrveenennns 34
Um penetrador de Vickers e a indentag@o correspondente...........cccecvveeevveennenne. 35
Aplicacdo dos Ciclos de carga e descarga durante 0 IHT.........cccoocevireieninenne. 36
Coelhos alojados em gaiolas individuais no biotério da FEPPS........................ 42
Animal com tricotomia e anti-sepsia realizadas..........cc.cccceveririnnenenienenienene, 45
Exposi¢do do corpo mandibular dir€ito..........cceevveeeeiiieriienciieniiecieeeiee e 46
Corticotomia VEStIDULAT..........occvirieiieieeie ettt 46
Distrator osteog€nico instalado...........cccvivevieeciiiriieeiiecieece e 47
Sutura com fio MONONAIION 4-0........cccueriiriiriierierieceeee e 47
Cortes realizados para a analise miCroSCOPICA........cvveervrerieeriererrieeireesreeeeeeennes 50
Exemplo de mensuracdo do 0sso neoformado..........cceeeeveevveeriienieenieenieeieens 51
Area submetida a lixamento € pOlimento...............co..oveveerrereeereeeeeseeereesreeseenenn. 52
Amostra incluida em resina acrilica ap6s lixamento e polimento........................ 53
Equipamento utilizado para testes de nanoindentagao...........ccccvevererceiencnnenne. 54
Mandibula de coelho incluida em resina..........ccceevuerierienienienineeeeeeeee 55
Divisdo da regifio de interesse em 14 reZi0es.......cccevveruererreerieneneriereeienenennens 55
Microscopia Optica HE S0X......c.ccociiiiiiiiciieiiieeiie ittt 58
Microscopia Optica HE T00X.......c.cooiiiiiiiiiiiieiieie et 60
Coelho A — Mandibula incluida em resina e TC correspondente........................ 61
Coelho B — Mandibula incluida em resina e TC correspondente......................... 62
Coelho C — Mandibula incluida em resina e TC correspondente......................... 63
Coelho D — Mandibula incluida em resina e TC correspondente........................ 64
Coelho E — Mandibula incluida em resina e TC correspondente......................... 65
Coelho B — Mandibula incluida em resina e TC correspondente........................ 73
Coelho C — Mandibula incluida em resina e TC correspondente......................... 75
Coelho D — Mandibula incluida em resina e TC correpondente.............cccouen.e.. 77
Coelho E — Mandibula incluida em resina ¢ TC correspondente......................... 79



Quadro 1
Quadro 2
Quadro 3
Quadro 4
Quadro 5

LISTA DE QUADROS

Divisao dos grupos submetidos & analise histologica............cccooevvriveriieriiiiieieeians 42
Amostras / unidades experimentais submetidas a analise tomografica e fisica... 43
Resumo das variagdes de densidade (HU) encontradas na amostra......................... 66
Resumo das propriedades fisicas encontradas na amostra............ccccceeeereeeneenene 72

Resumo das propriedades tomograficas e fisicas encontradas na amostra.......... 81



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 Variagdo de densidade (HU) do coelho A, ndo-fraturado, ndo- distraido nem

1rradiado COM LASET......eoiuviiieiiieeieccee et et
Grafico 2 Variagao de densidade (HU) do coelho B, fraturado, ndo-distraido nem
IAdIAA0 COM LASET .........cvoiveececeeceeeee e
Grafico 3 Variagdo de densidade (HU) do coelho C, fraturado, ndo-distraido e irradiado
COM LASET ......oeiiiiiiie et e ettt e e et e e et e e e etae e e eaeeeeeeraeeeens
Grafico 4 Varia¢ido de densidade (HU) do coelho D, fraturado, distraido, mas nao-
11AdIAA0 COM LASET ..o
Grafico 5 Variagdo de densidade (HU) do coelho E, fraturado, distraido e irradiado com
LSt e et e e et ae e e eate e e eeareas
Grafico 6 Propriedades fisicas do coelho A, nio-fraturado, ndo-distraido nem irradiado
COM LASET......eiiieiiiie ettt ettt eea e e et e e e et e e e eetae e e eteeeeeetaeeeens
Grafico 7 Propriedades fisicas do coelho B, fraturado, ndo-distraido nem irradiado com
LS e e e et e et ae e e ete e e eeaneas
Grafico 8 Propriedades fisicas do coelho C, fraturado, ndo-distraido e irradiado com
LS ...ttt ettt et ettt e et e et e e et e eteeeeteeeteeeeteeeaeeereens
Grafico 9 Propriedades fisicas do coelho D, fraturado, distraido, mas nao irradiado com
LS ...ttt et et ettt e et et e e et e eteeeeteeeteeeeteeeaeeeaeeaas
Grafico 10 Propriedades fisicas do coelho E, fraturado, distraido e irradiado com
LS ... ettt ettt et ettt e et e et e e et e e teeeeteeeteeereeeaeeeneeans
Grafico 11 Propriedades tomograficas e fisicas do coelho B, fraturado, ndo-distraido
nem irradiado COM LASET.........ccuiiiiiiiiiiciic et
Grafico 12 Propriedades tomograficas e fisicas do coelho C, fraturado, ndo-distraido,
mas irradiado COM LASET........ccuiieuiiiiii e
Grafico 13 Propriedades tomograficas e fisicas do coelho D, fraturado, distraido, mas
N30 1rradiado COM LASET.......ccuviiiiiiiii ettt

Grafico 14 Propriedades tomograficas e fisicas do coelho E, fraturado, distraido e
ITAdIA0 COM LASET ...t e e e e e e e

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

74

76

78

80



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Distribui¢do do numero de unidades experimentais obtidas por animal



Ay

CCI

cm

CEP
CDI
COBEA
DICOM
DO

E
FEPPS
GEPSI-LMN

GPA
H
HE
HU
[HT
ISO

Kg
LLLT

mg

MPa
mW

nm

PUCRS
RS

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E FORMULAS

- Area neoformada

- Area total

- Coeficiente de Correlacdo Intraclasse

- Centimetro

- Comité de Etica em Pesquisa

- Centro de Diagnostico por Imagem

- Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
-Digital Imaging and Communications in Medicine

- Distragdo Ostoegénica

- Médulo de elasticidade

- Fundag¢ao Estadual de Produgdo e Pesquisa em Satude
- Grupo de Estudos das Propriedades de Superficies e Interfaces —
Laboratdrio de Materiais e Nanociéncias

-Gigapascal

- Dureza

-Hematoxicilina-Eosina

-Hounsfield Unit

- Instrumented Hardness Test

- International Organization for Standarization

- Joule

- Quilo

- Low Level Laser Therapy

- Miligramas

- Milimetro

- Megapascal

- Miliwatt

- NanOometro

- Carga

- Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul

- Estado do Rio Grande do Sul



TC - Tomografia Computadorizada
UE - Unidade experimental

UFPel - Universidade Federal de Pelotas
(GaAlD)As - Arseneto de Galio-Aluminio



SUMARIO

1 INTRODUQGAO . .....cucerreneeerreresesessssesesessssssssessssssssessssssssssssesssssssssessssssssesesessasssesessssss 16
2 PROPOSICAO Q... eeeeeeerrreensessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 18
3 REVISTA DE LITERATURA ......coonviiiniinnninnniinsniossstssssisssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssases 19
3.1 DISTRACAO OSTEOGENICA .........coviuoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
3.2 ACAO DO LASER NA DISTRACAO OSTEOGENICA............ocoiveeeeereeeeseeennn 21
3.3 CONSIDERACOES HISTOLOGICAS.......oooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
3.4 AVALIACAO POR IMAGEM ........c.oooviiiiiieeeeeeeeee et 26
3.5 TESTES INSTRUMENTADOS DE DUREZA — NANODUREZA (IHT) ...cccceeeveennene 32
4 METODOLOGIA .......uuiioiiiiinninininsntissntssssiosssisssssossssssssssssssssstssssssssssossasesssssssesesassss 41
4.1 PROBLEMA ...ttt ettt ettt e et e et e eet e e enbeesnte e e e eneeenneas 41
4.2 AMOSTRA E DIVISAO DE GRUPOS .........cooimieeiieieeeeeeeeeeeeeeee e, 41
4.3 ETAPAS TECNICAS DA PESQUISA .....oovimieieeeeeeeeeeeeee oo 43
4.3.1 Elaboraciio do distrator oSteogenico....................cooviiiiiiiiiiiiiiie e 43
4.3.2 SequNCIa CINUTGICA .........ccooiiiiiiiiiiiii et ettt e ar e e sebr e e ssabeee e 44
4.3.3 Periodo POS-0PeratOrio.............ccooiiuiiiiiiiiiiiiiiee e ettt eeeeee e e e eebare e s ee s 48
4.3.3.1 Distragdo 0ste0genica (20 dis) .........cccueeeeuieeieiieeeeiieeeieeeesieeeeiieeeieeeseieeeeiaeee s 48
4.3.4 Irradiacio com o laser 830 N ...............cooeiiiiiiiiiiiiiii e 49
4.3.5 Morte dos aniMmaLs ............coeiiiiiiiiiiiiiii e e 49
4.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E COLETA DE DADOS.........c.coovoiiieeeicernann, 50
4.4.1 Analise hiStolOgica ................ooiiiiiiiiiiiii e 50
4.4.2 Analises tomografica e fisica.................ooccooiiiiiiiii 51
4.5 ANALISE ESTATISTICA ......iiiiiiiiiiiiiiicies e 56
SRESULTADOS ...ttt ettt et e et e et essa e e neeeseeenteeeseesnseeenneesnsaens 57
5.1 ANALISE HISTOLOGICA .....ccoevvtuiirriiiineioneeisesisesesesis s 57
5.1.1 Analise deSCritiVa ...........oocoiiiiiiiiiiiiii e e 57
5.1.2 Analise da porcentagem de formacaio 0SS€a .............oooovviiiiieniiiiieienniiiiiee e 59
5.2 ANALISE TOMOGRAFICA ....cc.ocvomrimriimrirnriiceiesenses s sssesssesnes 61
5.3 ANALISE FISICA ....oiioitiiiieei et 67
5.4 ANALISE DOS RESULTADOS EM CONJUNTO .......ccovivimieieeeeeeeseneeeeeseeeneean. 72
6 DISCUSSAQ ...ttt 82

T CONCLUSOES ... ettt et e et et 89



REFERENCIAS. c..vveveeeeeeeetesesesesesesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnsnes 90

ANEXOS couviitiiiiiinniiinicsninsneisstissstissssssssissssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 99
ANEXO A — Aprovagdo da Pesquisa pelo CEP/PUCRS ...........coociiiiiiiiiiiieieeeeee e, 99
ANEXO B — Aprovacio da Pesquisa pela Comissdo de Etica em Experimentagio da
Universidade Federal de Pelotas/RS...........ccooiiiiiiiiii e 100
ANEXO C — Calibragio do Laser pelo Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Fisica -
PUGCRS ettt ettt sttt bt e et teseb e sat e e et e e e eaeeebees 101
APENDICE «ouceureenncennensnecnssensseesssesssessssesssessssesssessssssssessssssssssssessssssssessssesssessssssssesssessaes 104



16

1 INTRODUCAO

O tratamento das deformidades faciais frequentemente envolve cirurgias multiplas e

. . ~ ~ - o 1
de alto custo, sendo que, muitas vezes, os resultados obtidos ndo sdo satisfatorios .

As reconstrugdes osseas tém sido cercadas de dificuldades como a alta morbidade para
a obtencdo de enxertos em quantidade suficiente, muitas vezes com resultados pouco

satisfatorios na 4rea da Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial’.

A distragdo osteogénica (DO) apresenta-se como uma alternativa promissora ¢ cada
vez mais sedimentada em reconstrugdes Osseas faciais, podendo ser empregada nos casos de
deformidades congénitas, traumas ou ap0s cirurgias oncoldgicas. A DO ¢ baseada no emprego

. . e eqe . , L. 3.4
de aparelhos distratores, visando possibilitar o crescimento 6sseo em um sitio deformado™".

A estabilidade em longo prazo dos resultados obtidos pela DO ainda ndo esta bem-
documentada, havendo relatos de instabilidade e recidivas*”’. Diante disso, determinados
autores buscam acelerar o processo de maturagdo 6ssea ¢ melhorar as propriedades fisicas do

sitio dsseo alongado®'?.

O uso do laser terapéutico demonstrou algum grau de beneficio no processo de
repara¢do em tecidos moles e 6sseos’>'*. A DO envolve atividades metabolicas que podem
ser passiveis de biomodulagdo pelo uso de laser, podendo reduzir o tempo global do

tratamento.

Uma das maneiras de avaliar qualitativa e quantitativamente a neoformagéo dssea ¢ a
tomografia computadorizada. Este exame permite avaliar a densidade e a geometria dssea,
proporcionando informag¢des mais detalhadas sobre a qualidade e a quantidade de osso
neoformado em decorréncia de sua grande acuracia, minimo erro e relagdo direta com os
achados histologicos. Por esta razdo, a literatura ortopédica descreve-a como o método mais
objetivo para avaliar o osso da area submetida a distragdo. Apesar disto, poucas pesquisas
clinicas ou experimentais sobre imagem t€m sido publicadas objetivando quantificar o

~ o 11619
processo de regenerag@o 0ssea no esqueleto craniofacial > .
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As diversas aplicagdes da DO, aliada ao seu uso crescente em Odontologia, tornam
necessario conhecer, de forma precisa, as caracteristicas e as limitagdes das propriedades
mecanicas do osso alongado por meio desta técnica. Experimentos laboratoriais, denominados
testes instrumentados de dureza (IHT), permitem alcangar tal precisdo, pela simulagdo de
situagdes mecanicas a que tecidos sdo submetidos, a fim de determinar suas propriedades

;.20
fisicas™.

A dureza ¢ uma das propriedades mecanicas mais importantes de um material, estando
inerentemente relacionada a resisténcia que ele apresenta. Sua mensuragdo ¢ importante por
ser um indicativo para a avaliacdo de materiais quanto a sua performance frente a aplicagio
de uma tens@o. Sua importancia estd relacionada a grandes aplicagdes de carga a que os
materiais, no caso o osso distraido, sdo submetidos, auxiliando na escolha daqueles que
resistam a condigdes bastante adversas. O modulo de elasticidade, conhecido como mddulo de
Young, também pode ser aferido durante os IHT. Em termos praticos, o modulo de
elasticidade pode ser interpretado como a rigidez ou a resisténcia a deformagio elastica.
Portanto, quanto maior for o médulo de elasticidade de um material, mais rigido ele sera, isto
¢, menor ¢ a deformag@o elastica que resulta da aplicagdo de uma dada tensdo. Além do mais,
o moédulo de elasticidade pode ser a quantidade de deformagdo que pode ser causada a um
material sem deformé-lo permanentemente, isto ¢, sem causar deformagdo plastica. Junto com
as medidas de dureza, o modulo de elasticidade € essencial para interpretar o comportamento

. . 2021
dos materiais™ .

Diversas pesquisas utilizaram o modelo animal para elucidar e aprofundar o processo

de distragdo osteogénica. Dentro deste contexto, inimeros autores empregaram coelhos para
r 11,12,22-2 . .

estudar o processo de alongamento dsseo’' "'##%° Referido processo parece ser o ideal para

DI x N
estudo da cicatrizagio e da regeneragio tecidual®’.
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2 PROPOSICAO

Avaliar, histologicamente, a acdo do laser infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40

mW) no processo de neoformagdo 6ssea em mandibulas distraidas de coelhos.

Avaliar, por meio de tomografias computadorizadas, a acdo do laser infravermelho
(GaAlAs (A=830 nm, 40 mW) no processo de neoformacdo dssea em mandibulas de coelhos

fraturadas, sem e com distracdo osteogénica.

Avaliar, por meio de testes instrumentados de dureza (IHT), as propriedades fisicas de
nanodureza e mddulo de elasticidade do osso fraturado, sem e com distragdo osteogénica,
submetido ou nfo a irradiagdo com laser infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW), no

processo de neoformacdo 6ssea em mandibulas de coelhos.
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3 REVISTA DE LITERATURA

3.1 DISTRACAO OSTEOGENICA

Codpvilla apud Samchukov; Cherkashin e Cope, em 1905, fez o primeiro relato de DO
em Bologna, na Italia, ao utilizar a técnica no fémur de um paciente com discrepancia no
comprimento das pernas. Tentou obter o crescimento dsseo por intermédio de um dispositivo
rudimentar de tragdo externa. A época, os resultados ndo foram satisfatorios ou motivadores

devido a alta frequéncia de complicagées3.

Em 1927, Abbott apud Samchukov; Cherkashin e Cope foi o primeiro a utilizar a DO
para alongamento da tibia em Missouri, nos Estados Unidos. J& entdo, fez referéncia a
necessidade de um periodo de laténcia de sete a 10 dias. Da mesma forma, sua técnica nfo
obteve grande aceitaco clinica em decorréncia da grande morbidade e de complicagdes como

infecgdes, edema local, necrose de pele e calcificagio imprevisivel nas zonas expandidas”.

Somente em 1973, também nos Estados Unidos em Utah, Snyder et al. empregaram a
DO no esqueleto facial. Os autores criaram um defeito de 15 mm na mandibula de um céo,
incluindo mucosa e 0sso, colocando-o em uma ocluséo classe 11, e, com um distrator externo e
um protocolo de uma ativagio didria de Imm durante 14 dias, foi possivel restabelecer a
oclusdo normal no animal. Os pesquisadores consideraram o procedimento bem-sucedido a
partir de avaliagdes clinicas e radiograficas realizadas ao final do periodo de maturacdo dssea

. 2
de seis semanas®®,

Os estudos do médico ortopedista russo Gavriil Ilizarov, publicados
internacionalmente em 1989, constituem um verdadeiro marco na evolu¢do, difusdo e
sedimentagdo da DO. Por este motivo, o autor é considerado o “Pai da Distra¢do
Osteogénica”. Ao todo, s@o cinco experimentos principais que embasaram a técnica. Nos
cinco estudos, sempre utilizando tibia de cées, Ilizarov avaliou diversas varidveis e observou a

sua interferéncia no processo de neoformagfo dssea. As conclusdes de suas pesquisas foram:
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a) quanto mais rigida a fixagcdo e mais preservadas as estruturas de aportes sanguineo
e celular, com minima lesdo do periosteo e enddsteo, maior serd o potencial
osteogénico;

b) com o ritmo de ativagdo superior a 1,5 mm/d, formou-se tecido ostedide;

¢) nos casos com lesdo da medular 6ssea, formou-se tecido necrotico;

d) a decorticalizagdo parcial ou total ndo interfere na recorticalizagdo do segmento
osseo alongado;

e) o ritmo de Imm/d de ativagcdo apresentou-se bem-tolerado, sem que houvesse
unido precoce;

f) a osteogénese ocorreu mais rapidamente a medida que a frequéncia de ativagdes

29,30
aumentava“™ .

Atualmente, a DO apresenta-se como uma alternativa promissora ¢ cada vez mais
sedimentada, sendo empregada em reconstrucdes dsseas faciais, em casos de deformidades
congénitas, traumas ou apds cirurgias oncoldgicas. A DO ¢é conseguida por meio da
implantacdo cirurgica de aparelhos distratores, objetivando um crescimento 6sseo linear em

um sitio deformado (atréfico ou ressecado)™*.

O principio da DO € que o tracionamento gradual dos tecidos provoca um estresse que
estimula e mantém tanto a regeneracdo quanto o crescimento ativo das estruturas. A
estimulagdo mecéanica gerada pelo processo de alongamento induz a uma cascata de respostas
bioldgicas. A sinalizacdo molecular e celular é amplificada durante o processo de distracdo

osteogénica, persistindo até o término de cicatrizagdo 6ssea’’"".

A técnica da DO ¢ dividida em estagios, iniciando pelo procedimento cirrgico,
quando o aparelho distrator ¢ instalado e a corticotomia realizada. Um periodo chamado de
laténcia deve ser observado, momento em que ndo ha afastamento dos cotos dsseos, iniciando
0 processo reparacional (formagio de um calo dsseo imaturo). Segue-se o periodo de ativacio
(teoricamente sem limite de tempo), quando os cotos dsseos sdo afastados gradativamente,
pela ativacdo do aparelho distrator, até a correcdo da deformidade. Finalmente, tem-se o
periodo de maturagdo dssea (trés a sete semanas), quando o aparelho distrator deixa de ser
ativado e passa a funcionar apenas como mecanismo de fixacdo rigida, a fim de que o calo

0sseo imaturo mantenha-se imobilizado para ocorrer mineralizagdo e remodelagdo dsseas. Tal
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7

periodo € crucial para o sucesso da técnica. Somente ao final deste periodo o aparelho

- L 13233
distrator pode ser removido™ .

Apesar da utilizagdo cada vez mais difundida, a DO pode ser de grande desconforto
para o paciente, especialmente quando utilizados aparelhos distratores externos, que podem
induzir infecgdes de superficie, parestesias, cicatrizes hipertroficas e dificuldade de convivio
social**.

Além dos inconvenientes do distrator externo, a estabilidade em longo prazo dos
resultados obtidos pela DO ainda nfo estd bem-documentada, existindo relatos de
instabilidade e recidivas *’. Diante disto, alguns autores buscam acelerar o processo de

. . - e 8-12
maturagdo 6ssea e melhorar as propriedades fisicas do sitio 6sseo alongado™ ~.

Diversas pesquisas utilizaram o modelo animal para elucidar ¢ aprofundar o processo

28,35-37

de distracdo osteogénica. Os primeiros modelos foram os cées , incluindo também os

. S e : 2 7 11-12,22-24
cinco estudos classicos de Gavriil Ilizarov*=". Apés, foram empregados coelhos’!' "2

38 2,10,32,39,40
macacos” e ovelhas™ 777",

3.2 ACAO DO LASER NA DISTRACAO OSTEOGENICA

Conforme ja mencionado, diversos pesquisadores buscam acelerar o processo de

~ - v - e 8-12
maturacdo dssea e melhorar as propriedades fisicas do sitio dsseo alongado por DO™ ~.

Em estudos anteriores foi demonstrada e comprovada a utilizagdo e os efeitos do laser
de baixa poténcia (LLLT) no reparo 6sseo. Foi demonstrado que a irradiacdo poderia induzir
atividade osteoblastica e consequente reparo 6sseo no local da lesdo. Esta capacidade de
alterar a atividade celular denomina-se biomodulagdo, a qual pode ser obtida por meio da
utilizacdo de um aparelho de laser operado em baixas poténcias (1 a 500 mW), chamado de

laser de baixa intensidade ou laser terapéutico (LLLT)41’42.

O tipo de irradiacdo mais utilizado atualmente encontra-se nos espectro de luz visivel

ou infravermelho. As primeiras pesquisas enfocaram a utilizagdo da luz visivel, em especial
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com o laser de He-Ne, oferecendo resultados positivos ao aumentar a microcirculacdo, a
sintese de coldgeno, bem como a proliferagdo de células epiteliais e fibroblastos, além ativar o
sistema linfatico. Por intermédio de tal biomodulag?o, esse tipo de terapia, com luz visivel, ¢
empregada visando a obtencdo de efeitos analgésicos, antiinflamatorios e regenerativos

. . 43,44
atuando, em especial, em tecidos moles™™".

Mais recentemente, tem sido demonstrado que o laser acelera a regeneragfo de feridas,
tanto de tecidos moles quanto de duros, estimulando fibroblastos, tecidos especializados e
endotélio vascular, entre outros. Portanto, o laser tem a capacidade de biomodular e acelerar o
processo de reparo, ativando a proliferagéo celular e a vascularizago de tecidos lesados. Esta
biomodulagdo parece estar associada ao potencial do laser em aumentar a respiracio

mitocondrial e a sintese de adenosina trifosfato (ATP)**™.

Atualmente, as diversas pesquisas visando a biomodulacdo do tecido ésseo t€m
utilizado o laser de espectro infravermelho. De forma geral, sua utilizagdo proporciona aos
pacientes um pos-operatorio mais confortavel, além de promover beneficios no que diz

s s~ 5051
respeito a cicatrizagao™ .

A DO também envolve atividades metabdlicas potencialmente passiveis de
biomodulagdo pelo do uso de laser, que poderia, igualmente, reduzir o tempo global de
tratamento e proporcionar maior conforto aos pacientes. No entanto, sdo escassas as

informagdes que relacionam a utilizagdo do laser ao processo de DO.

Em pesquisa realizada em mandibulas de ovelhas, foi avaliada a agdo do laser diodo
de 830 nm no processo de alongamento Osseo. Ao utilizar laser de Arseneto de Galio-
Aluminio (GaAl)As, foi observado aumento significativo da quantidade de trabéculas 6sseas

. . , . A . A e \ ~ 2
no grupo irradiado, além deste apresentar maior resisténcia mecanica a tragéo” .

Foi realizada outra pesquisa semelhante, com o propdsito de avaliar se a irradiagdo
com laser de baixa poténcia poderia acelerar a regeneragdo dssea e reduzir o tempo da fase de
consolidagdo em mandibulas distraidas de coelhos, com o uso do laser (GaAl)As. Mediante os
resultados obtidos, os pesquisadores concluiram que o laser acelera o processo de regeneragdo
ossea durante a fase de consolidagdo, permitindo a remog¢do mais precoce do aparelho e

. . 25
reduzindo a morbidade™.



23

Outro grupo de pesquisadores procurou avaliar se o laser aplicado diretamente em
defeitos 0sseos criados em mandibulas de ratos aceleraria o processo de formagio dssea. Para
tanto, usaram o laser de (GaAl)As (780 nm, 35 mW, 1,4]) diretamente sobre o tecido dsseo,
durante o preparo do defeito, antes da realizagdo da sutura. Os animais forma mortos em 15,
45 e 60 dias. Os resultados histologicos mostraram formag¢do 6ssea em ambos os grupos. No
entanto, o grupo irradiado apresentou resposta tecidual mais avancada em relacdo ao grupo
controle, abreviando o tempo de reag¢do inflamatoria inicial e promovendo uma formagio
Ossea mais rapida em 15 e 45 dias. Por outro lado, ndo houve diferencas significativas entre os
grupos apos 60 dias. Portanto, o laser apresenta efeito bioestimulatorio nas fases iniciais,

. L, . . 4
modulando a resposta inflamatéria e antecipando o processo de reparo™.

Sobre o reparo 6sseo em cavidades produzidas em fémur de ratos, foi utilizado laser
infravermelho (830 nm, 10 J/Cm2 e 50 mW) e vermelho (685 nm, 10 J/cm2 e 35mW) para
biomodular a cicatrizagdo. Os animais receberam irradiagdo com intervalo de 48 horas,
iniciada imediatamente apds a realizacdo do defeito. Ambos os grupos irradiados
apresentaram graus de formagfo Ossea e regeneragdo vertical maiores do que o grupo
controle, o qual ndo foi irradiado. Entretanto, ndo foram encontradas diferengas significativas
com relagdo ao grau de corticalizag@o. Os autores concluiram que a laserterapia foi eficiente

na promogdo do reparo dsseo™”.

Uma pesquisa recente investigou o efeito do laser na cicatrizacdo de fraturas
produzidas em tibias de coelhos. O laser utilizado foi o (GaAl)As (780 nm, 4 J/Cm2) aplicado
diariamente durante 5 minutos, a partir do quarto dia até o final do pds-operatorio em quatro
semanas. A formag2o do calo 6sseo ¢ a densidade 6ssea foram avaliadas por meio de
tomografias computadorizadas. Além disso, realizaram-se testes para avaliar as propriedades
biomecénicas. Os resultados demonstraram maior densidade 6ssea no grupo irradiado com
laser. A tomografia computadorizada mostrou, ao longo do calo dsseo, uma densidade de 297
Unidades Hounsfield (HU) no grupo controle e de 691 HU no irradiado. Com relagdo aos
testes biomecanicos, ndo foram verificadas diferengas com relagdo a forg¢a de tensdo entre o
grupo com ¢ sem laser. Tais resultados sugerem que a utilizacdo do laser pode favorecer a
formagdo do calo em estagios precoces do processo de cicatrizagdo, mas com beneficios

. . . Ao 52
duvidosos nas propriedades biomecanicas™.
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3.3 CONSIDERACOES HISTOLOGICAS

O objetivo das avaliagdes histologicas € avaliar a formagio dssea, o efeito da laténcia

e a duracdo do periodo de fixacdo>>.

A formagio d6ssea na DO lembra muitos aspectos da cicatrizagdo normal de fraturas.
Apesar de muitas citocinas, fatores de crescimento, hormdnios e componentes de matriz
celular serem capazes de regular aspectos especificos da regeneracdo ¢ do remodelamento
0sseo, as proteinas morfogenéticas osseas (BMP) constituem-se nos fatores osteoindutivos
mais potentes. Tais proteinas sdo capazes de acelerar a regeneragdo durante a distragdo

Ay o34
osteogenica” .

No passado, a area distraida era considerada como uma ferida que favorecia a
interposi¢do de tecido fibroso, muitas vezes levando a uma ausé€ncia de unido dos segmentos
osseos fraturados. Isso s6 € verdadeiro nos casos de distragdes grandes e rapidas, que podem
resultar em unifo fibrosa, enquanto que ativag¢des de 0,5 a Imm por dia resultam em formagéo

ossea’ ¥

Tais diferencas decorrem do fato de que as células na regido da distragdo podem ser
derivadas de células osteoprogenitoras do peridsteo, do canal medular e dos tecidos ao redor.
Sua diferenciagdo ¢ controlada por condi¢cdes mecanicas locais e pela vascularizagdo.
Portanto, a diferenciacdo de células osteoprogenitoras ¢ afetada pela velocidade da distragdo.
Dependendo da velocidade, fibroblastos dos tecidos ao redor podem migrar antes das células

A o231
osteogenicas o

Uma pesquisa documentou a progressao e o padrdo de formagdo 6ssea em mandibulas
de 24 porcos. Para tanto, os autores promoveram uma area distraida de 12 mm que, de acordo
com o grupo, recebeu ativagdo de 1, 2 e 4 mm por dia. Os animais foram mortos com zero,
oito, 16 e 24 dias de fixa¢do. Na maioria dos espécimes mortos a partir de oito dias, ja foi
verificada a formacgdo de tecido 6sseo. A média porcentual de formacdo 6ssea foi de 12,4%
(0-25,9%), 7,5% (0-21,3%) e 3,8% (0-10,5%) para mandibulas alongadas 1, 2 e 4 mm por
dia, respectivamente. Além disso, foi verificada maior quantidade de osso nas margens da

osteotomia, diminuindo a quantidade em dire¢do ao centro da ferida. Os especialistas
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observaram trés zonas distintas: uma de osso original, outra de neoformag@o Ossea ¢ uma
terceira interzona central mais fibrosa. No foi constatada formagdo de cartilagem. O padrio
de formagdo Ossea seguiu um trajeto perpendicular ao trago de fratura, mas paralelo ao

alongamento. A ossificagdo observada foi do tipo intramembranosa™.

Da mesma forma, foram analisadas as caracteristicas microscopicas do efeito do laser
de baixa intensidade no periodo de ativagdo e consolidacdo de mandibulas de ovelhas
submetidas a DO, sendo os animais divididos em trés grupos. O primeiro foi o controle, o
qual ndo recebeu irradiacdo com laser. O segundo recebeu irradiacdo no periodo de ativacdo e
o terceiro no de consolidagdo, o qual totalizou 21 dias. Em todos os grupos foi possivel
identificar o local de osso maduro lamelar preexistente, com matriz calcificada, canais de
Havers e alguns ostedcitos. Distanciando-se do osso maduro, observaram-se trabéculas de
tecido 6sseo menos volumosas dispostas no sentido do alongamento. Na regifio mais central,
havia maior volume de tecido conectivo fibroso, bastante vascularizado e pequenas zonas de
calcificagdo. Os resultados demonstraram que os grupos irradiados com laser (GaAl)As
apresentaram maior disposicdo de trabéculas dsseas mineralizadas em relag@o ao controle. No
grupo que recebeu irradiagdo no periodo de ativacdo foi observada a presenga de tecido
cartilaginoso. Portanto, o laser atuou de forma mais favoravel quando utilizado no periodo de

consolidagdo, apés o alongamento dsseo’.

Outros pesquisadores observaram os efeitos do laser de baixa intensidade na DO
realizada em mandibulas de coelhos. Apos um periodo de laténcia de um dia, os animais
receberam ativacgdes diarias de 1 mm/dia durante 10 dias, sendo mortos duas, quatro e seis
semanas apds o término da ativagdo. Os resultados histoldgicos mostraram areas de formagéo
ossea em todos os grupos. O grupo que recebeu irradiacdo com laser apresentou grau mais

~ , . N . 2
avangado de neoformagio dssea, com menor interposi¢io de tecido fibrovascular™.

Também foi avaliado histologicamente o processo de DO em mandibula de coelhos.
Apds um periodo de laténcia de trés dias, deu-se o processo de ativacdo de 0,9 mm/dia,
durante 11 dias. Os animais foram mortos apds duas ¢ quatro semanas do periodo de
consolidagdo. Os autores observaram um aumento da perfusdo sanguinea em toda a area
distraida, apos duas e quatro semanas. Na segunda semana, observaram unido ossea da area
distraida central, com areas focais de tecido fibroso. Na quarta semana, verificaram unido

6ssea completa e corticalizagio parcial®’.
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Foi realizada uma pesquisa quantitativa para comparar os ritmos continuos e
descontinuos de DO em coelhos. Apds um periodo de laténcia de trés dias, os ossos foram
distraidos 0,9 mm/dia durante 11 dias, de trés maneiras, de acordo com o grupo. O primeiro
recebeu ativacdes Unicas didrias, o segundo, trés ativagdes didrias, enquanto o terceiro recebeu
ativagdo continua, todos com alongamento de 0,9 mm/dia. Apds um periodo de consolidagdo
de trés semanas, os ossos regenerados foram analisados por histomorfometria. De maneira
geral, todos os grupos mostraram formacdo de trabeculado 6sseo, entremeados por tecido
fibrovascular. O trabeculado 6sseo esteve alinhado em direcdo ao vetor da distracdo. A
maturagdo Ossea nio esteve completa apos o periodo de trés semanas de maturagdo. A area
central da regeneragdo mostrou menor quantidade de formagdo dssea, indicando que a mesma
iniciou nos limites/bordas do osso preexistente, diminuindo em direcdo a area central. Um
grande numero de osteoblastos foi encontrado, perfilados ao redor do osso novo em formacéo.
Da mesma forma, muitos ostedcitos foram visualizados no interior desse 0sso, mas
identificados poucos osteoclastos. Ndo ocorreu formagio de cartilagem. O grupo de ativagdo
continua apresentou maior volume de regeneragdo dssea na parte central da regeneracdo em
relacdo ao modo de ativacio descontinua. Além disso, os pesquisadores observaram maior
atividade osteoblastica e maior numero de vasos sanguineos. Maior aposi¢do mineral também
foi verificada no grupo de ativagdo continua. Os autores concluiram que esse modo de

ativacio acelera a formagdo dssea®.

3.4 AVALIACAO POR IMAGEM

A DO ¢ uma técnica fascinante, estando cada vez mais popularizada e revolucionando
o tratamento de diversas malformagdes congénitas ou adquiridas. No entanto, poucas
pesquisas clinicas ou experimentais sobre imagem tém sido publicadas visando quantificar o

processo de regeneragio Ossea no esqueleto craniofacial'®.

Entre os métodos ja utilizados para andlise de feridas distraidas experimentalmente

destacam-se o exame clinico, radiografias bidimensionais®~*

18,59-61

, tomografias computadorizadas

62-64 3,53,66,67

. . A . 63.65 . .
, ultrassonografias™ ™", testes biomecanicos " e histologia
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As radiografias bidimensionais tém valor limitado para documentar o intervalo de
cicatrizagdo Ossea, demonstrando formacdo oOssea apenas depois de a regeneragdo estar
densamente calcificada. Esta fase ocorre somente apds o periodo de fixacdo. Além disto, tais
imagens fornecem informagdes insuficientes quanto ao volume dsseo e, portanto, também nio

. . . A . 68
podem predizer as propriedades biomecanicas .

Por outro lado, as tomografias computadorizadas proporcionam informagdes mais
detalhadas sobre a qualidade e a quantidade de osso nas areas distraidas. Elas s@o descritas
como um método de andlise quantitativa da densidade, apdés o alongamento. Portanto,
permitem mensurar a densidade e as varia¢des de densidade do osso alongado gragas a sua

, . , . .o c 16419
grande acuracia, minimo erro e correlagdo direta com os achados histolégicos ™.

Dentre as vantagens da utilizacdo da TC, observa-se que sdo mais sensiveis aos tipos
de tecidos quando comparada as radiografias convencionais, de maneira que diferengas entre
tipos de tecidos podem ser mais claramente delineadas e estudadas. Em outras palavras, a
radiografia convencional mostra tecidos que tenham diferenga de pelo menos 10% em
densidade, ao passo que a TC pode detectar diferencas de densidade entre tecidos de 1% ou

até menos®.

A TC é o processo de produgio de se¢des de imagens de um corpo usando raios X ¢
computadores. O exame consiste de um niimero de cortes de imagens continuas por meio de
uma area de interesse, permitindo a visualizac@o direta das estruturas internas de tal area.
Além disso, é possivel a realizagdo de reconstrugdes tridimensionais de alta qualidade. Isto
facilita a visualizacfo, reconstrucdo e edigdes de imagem. De maneira similar as técnicas
radiograficas convencionais, a interpretacdo das imagens de TC requer um conhecimento

profundo da anatomia da estrutura anatdmica que esta sendo analisada® ",

Os principios basicos da TC sdo semelhantes aos de uma radiografia convencional, na
qual se utilizam raios X para a criagdo de um mapa de atenuacio dos tecidos de uma
determinada area. Esta atenuacdo traduz-se em dados matematicos armazenados e
organizados em um computador. A absor¢do dos raios X ¢ dependente da composi¢do do
meio que os mesmos atravessam, de forma que as imagens formadas em uma tomografia
dependem basicamente da quantidade e da intensidade do feixe de raios X que atravessa o

objeto a ser estudado. Em relagdo ao objeto, deve ser considerado seu numero atomico, sua
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densidade fisica e sua espessura. Estas propriedades determinardo o maior ou menor grau de

x . 72
atenuacdo dos raios X'

A imagem capturada pelo tomografo nada mais ¢ do que uma matriz formada por
quadros dispostos em filas e colunas, nas quais cada quadro ¢ um pixe/ (Figura 1). De acordo
com o grau de atenuagdo, esse pixel ird receber uma cor especifica da escala de cinzas. Assim,

a matriz caracteriza-se por uma grade formada por linhas e colunas de pixels™.

Wiatniz fix.y)

Pixel

X

Figura 1: Representacdo esquematica de uma matriz formada por quadros,
onde cada quadro ¢ um pixel.
Fonte: www.tecnologiaradiologica.com/digital.htm’*, 2009.

Apds diversas transmissdes de dados de raio X, a anatomia reconstruida na forma de
imagem digital ¢ composta por um grande numero de blocos diminutos e alongados. Cada um
desses blocos representa um volume de tecido. Tais blocos sdo denominados elemento de
volume, conhecidos por voxels. Portanto, os voxels sdo elementos de tecidos tridimensionais
com altura, largura ¢ profundidade (Figura 2). A profundidade é determinada pela espessura
do corte conforme selecionado pelo operador do scammer. A espessura, por sua vez, ¢

. . - Iy 69
controlada pelo colimador da fonte e varia de 0,5 a varios milimetros™.
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Figura 2: Representag@o esquematica dos elementos tridimensionais denominados voxels,
os quais possuem altura, largura e profundidade.
Fonte: http://caad.arch.ethz.ch/teaching/nds/ws98/computing/cad/imgs/voxel. gif 7*

Cada voxel ird receber um nuimero proporcional ao grau de atenuag¢do de raio X
daquela porgéo de tecido (Figura 3). Na TC, tais dados de absorgdo diferencial de tecidos por
elementos de voxel sdo coletados e processados pela unidade de processamento do
computador. Uma vez determinado o grau de atenuacdio de cada voxel, o corte de tecido
tridimensional € projetado no computador como uma imagem bidimensional, a qual possui
apenas altura e largura. Esta imagem ¢ chamada de matriz de exposi¢do, composta de
elementos de imagem chamados de pixels. Portanto, cada voxel de tecido é representado no

. . 9
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Figura 3: Cada voxel recebe um niimero de acordo com o grau de atenuagdo de RX.
Fonte: http://www.inf.ufsc.br/~awangenh/InfoMed/2005/Image60. gif ™
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Os numeros obtidos conforme a atenuagdo de raios X sdo chamados de unidades
Hounsfield (HU). Nelas, os matizes de cinza sdo relacionados aos numeros de TC, resultando
em uma imagem tomografica em escala de cinza. Os scanners sio calibrados de forma que a
agua seja sempre “0”. O osso cortical apresenta valor de +1.000 até +3.000, enquanto que o ar
tem valor de -1.000 (Figura 4). Entre estes extremos encontram-se tecidos e substincias que

. , 569,70
apresentam diversos nimeros de TC, de acordo com sua atenuagdo™ .

Ar Agua
-1000 0 1000-3000

Figura 4: Escala de cinza com varia¢do de densidade, de acordo com o grau de atenuacdo dos raios X.

Assim, osso, musculo e gordura aparecem, todos, com aspecto diferente entre si em
uma imagem de TC devido a sua atenuacdo e ao numero de TC (HU) atribuido a cada um.
Tecidos densos aparecem em branco, enquanto o ar mostra-se em preto. Gordura e musculo,
cujas densidades situam-se entre as do osso ¢ as do ar, aparecem como matizes variados de

cinza, conforme se pode ver na Figura 5%.

TIPO DE TECIDO E NUMERO DE TC

TIPO DE TECIDO NUMEROS DE TC ASPECTO

Osso cortical Branco Cinza

Musculo +1000 Cinza claro

Substancia branca +50 +45 +40 Cinza

Substancia cinzenta +20 Cinza

Sangue* +15 Cinza
0 (linha de base) - 100 Cinza escuro a preto
-200 Cinza escuro a preto
-1000 *Branco, se usado

contraste

Figura 5: Os varios tipos de tecidos aparecem diferenciados entre si na TC, em decorréncia do grau de atenuagdo
dos raios X e da consequente diferenga de HU.
Fonte: Adaptado de BONTRAGER® (2003)
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Pelo fato de a TC oferecer tais propriedades, com as diversas vantagens associadas e ja
mencionadas, este tipo de exame ¢ amplamente utilizado na Medicina ortopédica. Em
Odontologia, a escala Hounsfield é usada em especial na implantodontia, a fim de examinar a

densidade 6ssea para posterior instalagio de implantes dentarios’®””.

Uma pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar, por meio de TC, a regeneragio
ossea durante a DO produzida em mandibulas de cies, em trés diferentes periodos de
consolidagdo. Para tanto, os autores utilizaram 12 animais que, apos sofrerem alongamento
osseo de 10 mm, foram divididos em trés grupos, de acordo com o periodo de consolidagao:
quatro, seis ou oito semanas. No referido estudo, ndo foi utilizada a Unidade Hounsfield para
avaliar a densidade Ossea, uma vez que tais valores obtidos foram convertidos para um
equivalente 6sseo mineral de K;HPO4. Os resultados mostraram densidade média pequena da
regeneragdo no grupo de quatro semanas quando comparado ao grupo de seis € oito semanas.
Por outro lado, os pesquisadores ndo verificaram diferenca significativa entre as densidades
médias entre os grupos de seis e oito semanas. De maneira geral, a densidade do osso
regenerado foi maior na periferia do que na area central do osso alongado. Também foi
constatado que a densidade dssea da area regenerada nunca chegou aos niveis verificados
antes do alongamento dsseo. Com relagdo ao osso adjacente a regeneracdo, mas que ndo foi

alongando, foram observados niveis de densidade menores do que os indices pré cirargicos®'.

Em 72 pacientes que iriam receber 131 implantes dentdrios, verificaram-se as
variagdes de densidade através de tomografias computadorizadas. Foram identificados valores
variaveis de 278 até 1.227 HU, com uma média de 766,5£265 HU. Além disto, ficou
constatada diferenga significativa entre as médias de densidades oOsseas da mandibula
(856,8+248HU) e da maxila (594,2+207 HU). Os pesquisadores observaram, ainda, valores
médios de 944,9+207 HU na regido anterior de mandibula, 715,8+190 HU na regido anterior
de maxila, 674,3£227 HU na regido posterior de mandibula e 455,1+122 HU na regido
posterior de maxila. Concluiram que a TC demonstra grande utilidade ao avaliar a densidade

6ssea do osso para possivel instalagio de implantes dentérios’™.

A densidade 6ssea dos ossos alveolar e basal da maxila e da mandibula foi investigada
através de 63 tomografias. A densidade dssea na regido alveolar da maxila variou de 810 a
940 HU, exceto na regido de tuberosidade, onde a variagdo foi de 443 a 615 HU. A regido

basal deste osso obteve maior densidade, entre 835 a 1113 HU. Com relagdo ao o0sso
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mandibular, a densidade dssea alveolar observada foi de 800 a 1.580 HU, enquanto na regido
basal foi de 1.320 a 1.560 HU. A densidade dssea foi maior na mandibula do que na maxila,

observando-se aumento progressivo da regido de incisivos para a regido retromolar’”.

Outra pesquisa determinou a variacdo de densidade em locais que iriam receber
implantes dentérios. Para tanto, os autores utilizaram TC de 140 pacientes, examinando 372
regides que iriam receber tais implantes. A densidade foi mensurada pela utilizagdo da
Unidade Hounsfield. Foram encontrados valores que variaram entre 69 e 1.603 HU. Foram
encontrados valores médios de 927+237, 7214291, 708+277 e 505+274 para a regido anterior
de mandibula, posterior de mandibula, anterior de maxila e posterior de maxila,
respectivamente. Os pesquisadores concluiram que a TC é um exame util para determinar a

. , . . \ ~ . 80
densidade 6ssea dos maxilares, previamente a colocagdo de implantes dentarios” .

Foram averiguadas as diferencas de densidades Osseas entre as raizes dentdrias,
visando a posterior instalacdo de miniimplantes. A densidade dssea foi avaliada através de 28
TC, por intermédio da escala Hounsfield (HU). Na maioria das regides, densidades Osseas
maiores que 850 HU foram encontradas. Tanto na maxila quanto na mandibula, ocorreu
aumento significativo de densidade da crista alveolar em dire¢do ao osso basal na regido
posterior. Na regido anterior os especialistas observaram o contrario. Na mandibula, a

. , . . . . 1
densidade 6ssea aumentou progressivamente da regido anterior para a posterior®'.

3.5 TESTES INSTRUMENTADOS DE DUREZA — NANODUREZA (IHT)

As diversas aplicagoes da DO, aliadas ao seu uso crescente em Odontologia, tornam
necessario conhecer de forma precisa as caracteristicas e as limitagdes das propriedades
mecanicas do osso distraido. Tais propriedades mecanicas determinario o comportamento

0sseo sob a aplicagdo de uma carga ou forga.

A dureza dos materiais foi avaliada desde a pré-historia humana, na verificagdo da

oA . 82
resisténcia que os mesmos ofereciam quando usado como ferramenta™. No entanto, a
avaliacdo cientifica desta propriedade teve inicio somente no século XVIII, sendo

convencionado que a dureza estava ligada a capacidade de um material arranhar o outro *.
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Aumentando a necessidade de qualificar e quantificar a dureza dos materiais de forma mais

. ;. . ~ . J 20
precisa, novas técnicas de medida estdo hoje sendo utilizadas™.

Atualmente, por meio de experimentos laboratoriais é possivel alcangar esta precisio,
quando da simula¢des de situacdes a que os tecidos sdo submetidos, reproduzidas com o
maximo de fidelidade possivel a fim de determinar suas propriedades fisicas. O grande
avanco na tecnologia permitiu o desenvolvimento de equipamentos de alta resolugdo, o que
possibilita o controle computadorizado dos testes de dureza, permitindo, ainda, avaliar outras
propriedades mecénicas de um material. A demanda por materiais que apresentem
propriedades mecénicas contra desgaste, corrosdo e deformacdo é constante, bem como por
materiais de alta resisténcia e durabilidade. O desenvolvimento de técnicas recentes de micro
e nanotecnologia tem redirecionado as pesquisas de avaliagdo das propriedades mecanicas

destes materiais?®%*°.

A dureza é uma das propriedades mecanicas mais importantes de um material, estando
inerentemente relacionada a resisténcia que o mesmo apresenta. Sua caracterizacdo ¢
importante por ser um indicativo para a avaliagdo de materiais quanto a seu comportamento
frente a aplicagdo de uma tens@o. Sua importancia estd relacionada as grandes aplicagdes de
carga a que os materiais, no caso o osso distraido, sdo submetidos, auxiliando na escolha
daqueles que resistam a condigdes bastante adversas. Os testes de nanodureza sdo simples,

- x L2021
rapidos e ndo-destrutivos™ .

Inumeros fatores estdo relacionados a dureza de um material. Portanto, ndo € possivel
atribuir tal propriedade a um unico fator, mas a um conjunto de fatores, sendo extremamente
dificil e complexo definir a razdo pela qual um material ¢ mais ou menos duro. Assim, a
dureza esta relacionada a estrutura cristalina que forma um material, bem como aos defeitos e
impurezas associadas a tal estrutura. A simetria € a maneira como as tensdes mecénicas se
distribuem por meio de uma estrutura cristalina podem determinar a dureza de um material.
Da mesma forma, o deslocamento de discordancias, o empacotamento de um material, seu
tamanho de grio, sua estrutura cristalina, a presenca de contornos de grio e a temperatura
podem atuar como agentes modificadores da dureza desse material. Os testes de dureza tém
utilizacdo frequente, pois sdo simples e baratos, a amostra ndo necessita de grande preparo
prévio e ndo ¢é destruida, fraturada ou excessivamente deformada. Ademais, outras

propriedades mecanicas podem ser estimadas junto com a medida de dureza, tais como
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modulo de elasticidade, fluéncia e tenacidade. A macrodureza é aplicada nos testes de
materiais em volume, permitindo avaliar sua dureza frente a um grande esfor¢o. Os testes de
nano ¢ microdureza sdo empregados para avaliacdo da dureza de superficies e filmes

2!
finos?>%,

A principal forma de mensurar a dureza de um material € o teste de indentagdo, que
consiste basicamente no uso de um penetrador — que costuma ser de diamante —, o qual ¢
for¢ado contra a superficie de uma amostra em uma dire¢do perpendicular a mesma (Figura
6). O valor da dureza estd relacionado com a medida optica da area indentada na amostra
submetida ao teste. De acordo com o valor da carga aplicada, o teste de indentagio é
considerado de nano e/ou microdureza. Ambos os testes utilizam valores baixos de

carga20,21,85,87'

O penetrador consiste de uma extremidade que pode ser constituida de diversos
materiais, além de possuir formas geométricas variadas. Atualmente, carbetos ¢ pontas de
diamantes tém sido utilizados com formas conicas, esféricas e piramidais. Uma indentagéo ¢ a

impressdo deixada pelo penetrador do material®**>®,

Aplicagdo de carga

Penetrador A@I

IIII T, - ."" z/\"'/_z) TP Pt
Superficie da amostra £/ S

Superficie indentada

(a) (h) (c)

Figura 6: Em (a), o penetrador esta preparado para penetrar a amostra; em (b), o penetrador
estd deformando a amostra por meio da aplicacdo de uma carga; em (c) a amostra estd
indentada.

Fonte: Blando®, 2001.

Os testes instrumentados de dureza (IHT) permitem, ainda, determinar o modulo de
elasticidade do material em questdo. Uma deformacdo ¢ dita eldstica quando a tensio exercida
em uma substincia ¢ proporcional a deformagdo causada. O mddulo de elasticidade (E) ¢
medido em GPa, ou seja, 1 GPa = 10° N/m* = 10° MPa. Em termos praticos, o médulo de
elasticidade pode ser interpretado como a rigidez ou a resisténcia a deformacdo elastica.
Portanto, quanto maior for o modulo de elasticidade de um material, mais rigido ele sera, isto

¢, menor ¢ a deformagio elastica que resulta da aplicagdo de uma dada tensdo. Além do mais,
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o modulo de elasticidade pode ser a quantidade de deformagio que pode ser causada a um
material sem deforma-lo permanentemente, isto ¢, sem causar deformacéo pléstica. Junto com
as medidas de dureza, o mddulo de elasticidade € essencial para interpretar o comportamento

dos materiais®*®,

A nanoindentag@o ou indentagdo por cargas ultrabaixas ¢ a técnica desenvolvida para
aferir as propriedades mecénicas dos materiais em escalas muito pequenas. Portanto, o
principal objetivo de medidas de nanoindentagdo € a determinagdo da dureza H e do mddulo
de elasticidade E de filmes finos ou de camadas superficiais de sélidos. Em uma medida de
dureza, uma for¢a (carga) P é aplicada a um indentador (uma ponta diamante com uma

determinada forma) em contato com a superficie da amostra (Figura 7)***’.

(b)

Figura 7: Em (a), um penetrador de Vickers; em (b) a indentagdo correspondente.

Assim, as avaliagdes de nano e microdurezas podem ser realizadas pela aplicagdo de
ciclos de carga e descarga com a medida simultdnea da carga e profundidade de penetracio,
que se diferencia do teste de indentagdo comumente baseado na medida da area de impressao.
No ciclo, uma pequena indentacdo ¢ feita pelo indentador via uma carga seguida de uma
descarga. Um ciclo tipico de carga e descarga envolve duas curvas: uma curva de carga e uma

curva de descarga. A curva de descarga ¢ em geral denominada recuperagdo elastica do

material. Os dados sdo registrados continuamente durante o ciclo, conforme mostra a Figura
g20.86.87
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Figura 8: Aplicacdo dos ciclos de carga e descarga durante o IHT. A Figura 8
(a) mostra um ciclo de carga e descarga tipico, enquanto 8 (b) apresenta um
ciclo de carga e descarga em um osso cortical e medular bovino.

Fonte: Wang et al.”® 2006

Como durante a indentagdo o indentador é dirigido para dentro do material, ocorrem
deformacdes elasticas e plasticas, o que resulta na formacdo de uma impressdo de dureza
conforme a forma do indentador. Na remoc¢do do indentador (descarga), somente a por¢io

elastica & restabelecida®®.

Assim, o mddulo de elasticidade, também conhecido como moédulo de Young, pode
ser aferido durante os IHT. Isto ocorre uma vez que durante o ciclo de descarga a deformagio

,qe . N -~ ;e . 189
estara diretamente relacionada a recuperagéo elastica do material” .

As grandes vantagens da técnica de nanoindentacdo ocorrem porque muitas
propriedades mecanicas podem ser determinadas pela analise dos dados dos ciclos de carga e
descarga isoladamente, evitando marca¢des da impressdo do indentador e medindo as

propriedades em pequena escala (nanoescala). Outra vantagem ¢ que as medidas podem ser
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realizadas sem a necessidade de remover o filme ou a camada superficial do substrato, o que

o o o [ 1.85,86
facilita o preparo da amostra e viabiliza que a mesma no seja destruida™"".

Quando realizado o teste de indenta¢do para mensuracdo de nano e microdureza, é

. ; 83,85,91
altamente recomendavel que a amostra apresente um bom polimento """,

Os Testes Instrumentados de Dureza (Instrumented Hardness Tests - IHT) s3o os
testes de indentacdo mais utilizados atualmente. O uso de controle computadorizado
associado a sensores de deslocamento torna o teste dindmico capaz de obter resultados
instantdneos da dureza do material. A diferenga entre o teste IHT e os convencionais de
penetragdo esta essencialmente relacionada ao modo de aplicacdo da forga e a forma de
calcular a dureza do material analisado. Em um IHT, a medida de dureza ocorre mediante a

aplicagdo de um ciclo de carga-descarga®®®.

Os maiores componentes do tecido ésseo sdo o colageno do tipo I e os cristais de
hidroxiapatita. A parte mineral, composta pela hidroxiapatita, oferece rigidez e capacidade de
suportar cargas. A matriz orgdnica, composta de coldgeno tipo I, proporciona tanto a
resisténcia quanto a flexibilidade do osso, além de determinar sua organizacdo estrutural.
Portanto, as propriedades mecanicas do osso sdo dependentes das propriedades destes
constituintes, desde sua composi¢do até sua organizagdo estrutural. As propriedades
mecénicas do osso sdo determinadas pela composicdo e pela organizacdo quanto a
nanoestrutura (lamelas), microestrutura (dsteon/espago trabecular) e macroestrutura
(compacto e esponjoso). Em DO, as pesquisas sobre propriedades biomecanicas concentram-
se em ambito macro e microestrutural, enquanto que poucas pesquisas nanoestruturais foram

. 2-94
realizadas”>*,

A fim de determinar as propriedades biomecénicas dos componentes microestruturais
de duas vértebras e de duas tibias humanas, foi realizada uma pesquisa que mensurou a dureza
¢ 0 modulo de elasticidades das trabéculas individuais das vértebras e dos Osteons e lamela
instersticial nas tibias. Com relacdo ao médulo de elasticidade, foram encontrados valores de
13,5 = 2 GPa para as trabéculas vertebrais e de 22,5 = 1,3 GPa para os dsteons da tibia. Ja
para as lamelas intersticiais da tibia, os valores foram de 25,8 + 0,7 GPa. Com relagdo a
dureza, encontraram-se, na mesma ordem de apresentagdo, valores de 468 MPa, 614 MPa e

736 MPa, respectivamente’”.



38

Um estudo comparou o mddulo de elasticidade entre ossos trabeculares e corticais de
doadores de ossos femurais humanos. Pela técnica da nanoindentacdo, os autores encontraram
valores médios relativos ao mddulo de elasticidade de 18,14 + 1,7 GPa para o osso trabecular
e de 20,02 £ 0,27 GPa para o cortical. Os especialistas concluiram ndo haver diferencas

estatisticas quanto ao modulo de elasticidade do osso cortical e medular®.

Uma pesquisa quantificou as propriedades elasticas do osso no nivel lamelar de
diafises e metafises de fémur. A técnica de nanoindentacdo com um sistema de irrigacdo foi
empregada para medir a forca e o deslocamento de uma ponta de diamante pressionda 500 nm
no tecido 6sseo. O modulo de elasticidade foi de 6.9+4.3 GPa no tecido trabecular da metafise
femural de uma paciente do género feminino e 74 anos de idade, até 25.0+4.3 GPa no tecido
cortical da diafise de uma paciente do género feminino de 69 anos de idade. As médias de

dureza variaram entre 0,234 ¢ 0,760 GPa (234 ¢ 760 MPa)*.

O moédulo de elasticidade e a dureza do osso lamelar utilizando a nanoindentagdo foi
quantificado em estudo. Ossos corticais a medulares foram obtidos da didfise e da metafise do
fémur, do radio distal e da quinta vértebra lombar de 10 individuos do género masculino,
entre 40 e 85 anos de idade. As amostras foram testadas com uma profundidade maxima de
500 nm. O osso da diafise apresentou maior modulo de elasticidade e a maior dureza do que a
metafise. O osso trabecular apresentou resultados variaveis ao longo de sua localizacdo. A
metafise femural mostrou maior mddulo de elasticidade e dureza do que o radio distal, que
por sua vez apresentou propriedades mecanicas superiores a quinta vértebra lombar. O osso
compacto apresentou modulo de elasticidade e dureza com valores superiores ao 0sso

trabecular quando comparados dentro de uma mesma localizacdo’”.

Igualmente foram investigadas as propriedades mecénicas das suturas craniofaciais de
coelhos. Para tanto, os autores empregaram o teste da nanoindentagdo em trés suturas. A
sutura maxilomaxilar (pré-maxila) apresentou médulo de elasticidade médio de 1,46 MPa,
significativamente maior do que a sutura zigomaticotemporal e nasofrontal, que apresentaram
1,20 MPa e 1,16 MPa respectivamente. As areas adjacentes as suturas tiveram seus mddulos
de elasticidade significativamente maiores do que suas suturas correspondentes. A area
adjacente a sutura maxilomandibular apresentou 2,07 MPa, enquanto as areas adjacentes a

sutura zigomaticotemporal apresentou 1,56 MPa e a sutura nasofrontal 1,71 MPa. Os
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resultados sugerem que as suturas faciais e suas areas adjacentes apresentam capacidades

. ~ i 08
distintas de deformagdo mecéanica .

Da mesma forma, foram avaliadas as propriedades fisicas das suturas craniais pos-
natais, as quais apresentam importincia por favorecerem o crescimento e permitirem a
articulagdo entre os o0ssos do cranio. Apesar das propriedades mecénicas serem de importancia
vital, as mesmas sido objeto de pouco estudo. O objetivo da pesquisa foi caracterizar as
propriedades nanoestruturais e nanomecénicas da sutura sagital (n=5) e da sutura metdpica
(n=5) de pacientes com média de 9 meses de idade. A sutura sagital apresentou modulo de
elasticidade de 0,7 £ 0,2 MPa, significativamente maior do que a sutura metopica, a qual
apresentou modulo de elasticidade de 0,5 = 0,1 MPa (P < 0,01). Os dados sugeriram que as

y . . . ;e . A . 99
varias suturas cranianas podem apresentar diferentes caracteristicas estruturais e mecanicas .

Em vértebras e tibias bovinas foram mensuraradas a dureza e o mddulo de elasticidade
de acordo com a técnica da nanoindentacdo. Os pesquisadores realizaram medidas tanto em
osso medular quanto em osso cortical, no sentido longitudinal e no transverso. Com relagfo
ao osso cortical no sentido longitudinal, foram feitas as medidas nos dsteons, com valores de
modulo de elasticidade médio de 24,7 £ 2,5 GPa e dureza média de 0,811 + 0,155 GPa, € nas
lamelas intersiticiais, com valores de 30,1 £ 2,4 GPa para o mddulo de elasticidade e de
0,892+0,113 GPa para a dureza. Ainda sobre o osso cortical, mas no sentido transverso, 0s
valores encontrados de modulo de elasticidade médios foram de 19,8+ 1,6 GPa e de dureza,
de 0,647 £ 0,060 GPa. Em se tratando de osso medular, observaram os autores valores médios
de mddulo de elasticidade no sentido longitudinal de 20 + 2 e no sentido transversal de 14,7 +
1,9 GPa. Com relagdo a esse mesmo osso, com relagdo a dureza, verificaram valores médios

de 0,528 + 0,095 GPa e de 0,410 + 0,063 GPa, respectivamente’’.

Também em calo 6sseo de fémur de ratos submetidos a fraturas foram determinadas as
propriedades fisicas, pela nanoindentagdo. O médulo de indentagdo variou bastante ao longo
do calo dsseo, de 0,61 MPa a 1010 MPa. Essa grande variacdo ocorreu devido a presenga de
diversos tecidos na regido da cicatrizagdo. O tecido de granulacdo apresentou valores de
0,61MPa a 1,27 MPa (média de 0,99 MPa), o tecido cartilaginoso de 1,39 MPa a 4,42 MPa
(média de 2,89 MPa), e 0 osso de 26,92 MPa a 1010 MPa (média de 132,00 MPa)'®.

Os autores relacionaram as propriedades mecanicas do osso com a estabilidade inicial
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de implantes dentarios. Para esta pesquisa, usaram mandibulas e maxilas edéntulas de
cadaveres humanos frescos. Foi medida a dureza e o modulo de elasticidades de tais ossos
pela nanoindenta¢do. Quanto aos valores de dureza, os pesquisadores obtiveram uma média
de 0,52 GPa para a maxila ¢ 0,59 GPa para a mandibula. Com relagdo ao modulo de
elasticidade, os autores observaram valores de 14,9 GPa para a maxila e de 18,3 GPa para a

, 101
mandibula .

Foi realizada pesquisa em ratos submetidos a diminui¢do da gravidade, a fim de
verificar como a mesma afeta as propriedades biomecanicas do osso. Para tanto, utilizaram 12
animais divididos em grupo experimental, com submissdo dos espécimes a diminui¢do de
gravidade, e grupo controle, sem diminui¢do da gravidade. Apds 14 dias, puderam ser
verificados os valores de dureza e médulo de elasticidade do fémur, entre outras propriedades.
Com relagdo a dureza, encontraram valores de 0,32 + 0,13 GPa para o grupo experimental e
de 0,49 + 0,16 GPa para o controle. Quantos ao modulo de elasticidade, os valores foram de

9,18 + 2,68 GPa para o grupo experimental ¢ 10,66 + 3,49 GPa para o controle’ .
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4 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS), em Porto Alegre, na Linha
de Pesquisa Diagnostico e Terapéuticas Aplicadas, aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da mesma instituigio (ANEXO A) e pela Comissdo de Etica em Experimentagio da

Universidade Federal de Pelotas, de Pelotas/RS (ANEXO B).

4.1 PROBLEMA

A LLLT (830 nm) altera a quantidade e a qualidade de osso neoformado no sitio 6sseo

produzido pela DO?

4.2 AMOSTRA E DIVISAO DE GRUPOS

Para realizar este experimento foram selecionados 15 coelhos da ordem Lagomorpha,
género Oryctolagos, espécie Oryctolagos cuniculus, raga Nova Zelandia, variedade branca e
machos, com idade adulta reconhecida e peso compreendido entre 3,5 e 4,5Kg, livres de

malformacdes congénitas e feridas.

Dez dos animais selecionados foram admitidos no biotério da Fundac¢do Estadual de
Produgéo e Pesquisa em Saude (FEPPS), enquanto os outros cinco, admitidos no Hospital de
Medicina Veterindria da Universidade Federal de Pelotas, a partir das mesmas matrizes da

FEPPS.

Os animais foram pesados, identificados e alojados em gaiolas individuais suspensas
(Figura 9), alimentados com dieta sélida' e a agua fornecida ad libitum. As instalagdes eram

climatizadas, mantendo-os sob condi¢des normais de ilumina¢do, umidade e temperatura.

! Linha Natural, Purina®



42

Todas as gaiolas foram devidamente identificadas, durante todo o periodo do experimento,

conforme o grupo a que pertenciam os animais.

Ao final de uma semana de observagdo, periodo tido como necessario para a adaptagio
dos animais as novas condi¢des ambientais, os mesmos foram reavaliados clinicamente,

procedendo-se, entdo, as cirurgias.

Figura 9: Coelhos alojados em gaiolas individuais no biotério da FEPPS.

Os espécimes deste estudo foram divididos em dois grupos de acordo com a analise

histoldgica ou tomografica/fisica a que foram submetidos.

O grupo 1, submetido a analise histoldgica, foi composto por 10 coelhos, todos
submetidos ao processo de DO. Desses, seis foram irradiados com laser, enquanto os outros

quatro serviram como controle (Quadro 1).

Grupo 1 Analise DO Laser
A HE Sim Sim
B HE Sim Nao

Quadro 1: Divisdo dos grupos submetidos a analise histoldgica.

Com vistas as analises tomograficas e fisicas, foram utilizados cinco coelhos. O coelho
A nao foi fraturado, nem distraido e néo foi irradiado por laser; o coelho B foi fraturado, ndo
foi distraido nem irradiado com laser; o coelho C foi fraturado, ndo foi distraido e foi
irradiado com laser; o coelho D foi fraturado, distraido e ndo foi irradiado com laser; o coelho

E foi fraturado, distraido e irradiado com laser (Quadro 2).
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Grupo 2 Analise Fratura Distracéo Laser N
Osteogénica

A TC+IHT | Nao Nao Nao 1

B TC+IHT | Sim Nao Nao 1

C TC+IHT | Sim Nao Sim 1

D TC +IHT | Sim Sim Nio 1

E TC+IHT | Sim Sim Sim 1

Quadro 2: Amostras / unidades experimentais submetidas a analise tomografica e fisica

4.3 ETAPAS TECNICAS DA PESQUISA

4.3.1 Elaboracio do distrator osteogénico

Pelo fato de ser utilizado o modelo animal coelho, impds-se a necessidade de elaborar
um aparelho distrator osteogénico, seguindo os preceitos de bioética relacionada a pesquisas
em animais. Apesar da existéncia de experimentos neste mesmo animal, inclusive no mesmo
sitio de alongamento 6sseo, optou-se pela confecgdo prépria pela dificuldade de acesso a tais
dispositivos, mas sobretudo visando-se obter uma qualidade que pudesse suprir os objetivos

da pesquisa.

A partir da obtengdo de uma mandibula de coelho dissecada, realizou-se um protdtipo
de aparelho distrator baseado naquele utilizado por Yazawa et al.'”> (2003), o qual utilizava
oito parafusos de fixagdo. O aparelho inicialmente confeccionado, com quatro parafusos de
fixacdo, apresentou alguns problemas, principalmente relacionados ao dispositivo de fixacéo,
o qual ficou muito alto. Consequentemente, apenas uma pequena parte do parafuso
permanecia dentro do osso, conferindo uma falta de estabilidade que poderia comprometer os
resultados, o que levou a equipe de pesquisa a aperfeicoa-lo e novamente testa-lo. Para o
experimento definitivo, foram confeccionados 10 distratores osteogénicos com o apoio da

PROMM"® (Indstria de Materiais Cirrgicos Ltda).
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Os aparelhos distratores foram instalados em todos os espécimes que sofreram fratura.
Nos que ndo sofreram alongamento d0sseo, o objetivo da instalagdo foi proporcionar uma
estabiliza¢do, ao passo que nos animais distraidos teve a fungdo de promover o alongamento,
quando da sua ativag@o, bem como a posterior estabilizacdo a fim de promover o reparo

tecidual.

4.3.2 Sequéncia cirirgica

Os procedimentos cirargicos foram realizados nos laboratorios de experimentacio,
sendo estes ambientes separados. Assim sendo, os animais ndo ficaram expostos ou sob

tenséo de ruidos, odores e até mesmo a visdo dos procedimentos que foram realizados.

Todas as etapas dos procedimentos anestésicos foram executadas por médicas

o ol 2 z 4 R . .
veterinarias -, que acompanharam 0 pre, o trans € 0 pos-operatorios dos animais.

A anestesia foi obtida por uma associacdo de drogas: Solucdo Cloridrato de Xilazina a
2% (Anacedan®) e Cloridrato de Zolazepam com Cloridrato de Tiletamina (Zoletil®). O
primeiro caracteriza-se como miorrelaxante e analgésico; o segundo, um agente anestésico
dissociativo capaz de atuar sobre o cortex cerebral, seletivamente, causando analgesia e perda
da consciéncia. A acdo complementar destas duas drogas associadas proporciona uma

anestesia efetiva para procedimentos cirurgicos de estimulos moderados.

Na sala de pré-anestesia, por meio de inje¢des intramusculares, os animais receberam
Cloridrato de Xilazina, na dose de 0,Img/kg de peso, e Cloridrato de Zolazepam com
Cloridrato de Tiletamina, na dose de 3mg/kg de peso, ministrados nesta sequéncia, com um
tempo médio de indug@o anestésica de 4 minutos e, eventualmente, doses complementares

intramusculares de manutengéo, correspondendo a um ter¢o da dose inicial.

Apds a perda da consciéncia pelos animais, a regido submandibular a direita de cada

espécime foi tricotomizada com maquina elétrica (Figura 10). Os espécimes foram, entfo,

? Médicas veterinarias: Dra. Luisa Maria G. de Macedo Braga — FEPPS e Dra. Isabel Pereira — UFPel
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levados a sala cirurgica, posicionados em decubito lateral direito, fixados a mesa cirtrgica por
amarrilhos. A seguir, realizou-se anti-sepsia da pele com Clorexidina 2%. Campos cirtrgicos

estéreis isolaram a area operatoria.

Figura 10: Animal com tricotomia e anti-sepsia realizadas.

Na regido a ser incisada, realizou-se infiltracdo local de Lidocaina a 2% com
Epinefrina 1:100.000, no espago subcutineo, na dose de 1,8 ml por animal. A administracdo

de Enrofloxacina (Flotril®™), por via intramuscular, consistiu na antibioticoprofilaxia.

Uma incisdo de aproximadamente 3cm, Unica e linear, foi realizada na pele com cabo
de bisturi n° 3 e Iamina de bisturi descartavel n° 15, na borda inferior da mandibula, dando-se
inicio ao acesso até o osso mandibular. A dissec¢@o por planos foi realizada com tesoura de
Matzenbaum. O peridsteo foi cuidadosamente descolado junto com as inser¢des musculares,

com descolador do tipo Molt, pelas faces lateral e inferior da mandibula (Figura 11).
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Figura 11: Exposi¢@o do corpo mandibular direito.

Apds a exposi¢do da regido de corpo mandibular, a regido do forame mentoniano foi
identificada, sendo o nervo e os vasos sanguineos que por ele emergem cuidadosamente
dissecados. Uma corticotomia vestibular foi realizada entre o primeiro pré-molar e o forame
mentoniano, utilizando-se broca de ago para micromotor com ponta tronco-conica 701 (1,0
mm de didmetro) em baixa rotacdo e sob irrigacdo constante, com solugdo salina de soro
fisiologico a 0,9% envolvendo toda a face vestibular mandibular. Durante este procedimento,
os tecidos cutdneo e muscular foram tracionados pelos reparos. A cortical lingual e seu

peridsteo adjacente foram preservados (Figura 12).

Figura 12: Corticotomia vestibular.
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O distrator osteogénico® foi instalado através da perfuragdo de dois orificios em cada
lado da osteotomia vestibular e abaixo do forame mentoniano e das raizes dentarias, sendo
fixado com parafusos bicorticais de 1,5x5mm. O distrator osteogénico foi adaptado e ativado
em duas voltas ou até que se obtivesse uma franca resisténcia a ativagdo, quando a fratura da

cortical lingual pode ser finalizada com movimentos de alavanca, com cinzéis (Figura 13).

Figura 13. Distrator osteogénico instalado.
Apés irrigacdo abundante para a limpeza do leito operatorio, a ferida cirurgica foi

fechada por planos profundo e superficial com fio monofilamentar de nailon n°® 4-0, em

pontos isolados (Figura 14).

Figura 14: Sutura com fio de nylon monofilamentar 4-0.

® PROMM® — Industria de Materiais Cirargicos Ltda.
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4.3.3 Periodo pos-operatorio

No periodo pos-operatorio, os espécimes permaneceram na FEPPS ou no Biotério da
UFPel, nas gaiolas suspensas individuais, sob cuidados dos pesquisadores e orientagdo da

equipe de médicas veterinarias.

Os espécimes receberam, durante os trés primeiros dias, doses de 20 gotas de
analgésico (Ibuprofeno 50mg/ml), bem como doses antibidticas (Enrofloxacina 50mg/dia)

durante todo o periodo experimental, colocadas no recipiente de 4gua em que bebiam.

A dieta consistiu na mesma ragdo anteriormente mencionada, umidificada com agua e

triturada com auxilio de uma colher, a fim de se obter uma consisténcia pastosa.

Foram feitos controles diarios de alimentacdo e condi¢des de saude dos animais, sob

orientacdo das médicas veterinarias responsaveis.

4.3.3.1 Distragdo osteogénica (20 dias)

a) Periodo de laténcia (trés dias)
Nos trés primeiros dias pos-operatorios, o distrator osteogénico néo foi ativado, apenas

inspecionado e higienizado com clorexidina 2%.

b) Periodo de ativagao (sete dias)
A partir do terceiro dia pds-operatdrio, tiveram inicio as ativacdes do aparelho
distrator com o ritmo de 0,7 mm de extensdo por dia, até que se completassem sete dias de

ativacdo (aproximadamente 4,9 mm de extensio).

¢) Periodo de consolidagdo (10 dias)
Apds os 10 dias de laténcia e ativacdo, o distrator osteogénico permaneceu instalado
nos animais por mais 10 dias, como fixac@o rigida, para que a maturagdo o6ssea pudesse ser

alcangada.
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4.3.4 Irradiacido com o laser 830 nm

Para a irradiagdo pelo laser 830 nm, foi utilizada uma unidade de laser Thera Laser™”,
devidamente calibrada segundo o teste espectroradiométrico (ANEXO C).

Para o célculo da dosimetria, aplicou-se a formula-padrio:

_ P(W)xi(s)
- A(cm®)

DE
onde (DE) ¢ a densidade de energia a ser calculada ou dosimetria, (P) € a poténcia, (t) € o

tempo de aplicacdo e (A) representa a area utilizada.

Nos animais que receberam irradiag@o laser, foi empregada a seguinte dosimetria: dose

2 A e ,
pontual de 10 J/cm~ de laser, com poténcia de 40 mW, modo de emissdo continua,
diretamente sobre o sitio 6sseo submetido a DO, no periodo de consolidagdo Ossea,

respeitando-se intervalos de 48 horas, totalizando 50 J/cm® por animal.

4.3.5 Morte dos animais

Quando atingiram o periodo de consolidagido dssea, os espécimes foram mortos em
cdmara de didxido de carbono, seguindo preceitos éticos do Colégio Brasileiro de

Experimentagdo Animal (COBEA)S.

Apds a morte, as mandibulas foram dissecadas, isoladas e separadas na regido do corpo,
com brocas, a fim de que os blocos oOsseos fossem suficientes para que as avaliagdes

laboratoriais pudessem ser realizadas.

4 DMC equipamentos (S&o Carlos, Sdo Paulo, Brasil)

° Disponivel em: <http://www.cobea.org.br>
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4.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E COLETA DE DADOS

4.4.1 Analise histologica

Os 10 espécimes para a analise histoldgica foram armazenados em formalina
tamponada 10% e posteriormente preparados no Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade

de Odontologia da PUCRS.

Nesse Laboratorio, as pecas receberam uma numeragdo no Livro de Registro, sem o
conhecimento dos pesquisadores sobre a que grupo pertenciam, caracterizando-se este estudo

como c€go.

As pecas foram, entdo, descalcificadas com acido citrico a 5%, submetidas a
procedimento de rotina para inclusdo em parafina e coloragdo por HE, obtendo-se, apos,
cortes de 4um de espessura no sentido lateromedial. Foram selecionados trés cortes de cada

peca (Figura 15).

Cortical lateral

Figura 15: Cortes realizados para a analise microscopica. A. corte lateral; B. corte médio; C. corte
medial.

Trés laminas de cada espécime foram obtidas. Contudo, para a mensuragdo das areas
de neoformag@o 0ssea, cada lamina foi subdividida em unidades experimentais (UEs), a partir
de um aumento aproximado de 100x, no microscopio Optico, com consequente captura das
imagens por camera fotografica digital Sony — 14 megapixels acoplada ao microscopio

Olympus BX 60.
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Areas do corte com dobraduras ou separagdes do tecido foram excluidas, o que levou a

variacdo no numero de UEs obtidas em cada lamina.

As imagens das UEs foram organizadas em arquivos com a mesma numera¢do do

Livro de Registro do Laboratério, mantendo-se, portanto, o cegamento dos examinadores.

Para histomorfometria das areas neoformadas em pixels quadrados, foi empregado o
software livre ImageTool® for Windows 3.0 (The University of Texas Health Science Center
in San Antonio, Estados Unidos). A partir da mensurag¢do da area neoformada (Ayn) e da area
total da UE (A"), foram calculadas as porcentagens da neoformacdo dssea (An/Ar * 100)
(Figura 16).

e
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Figura 16: Exemplo de mensurag¢do do osso neoformado.

4.4.2 Analises tomografica e fisica

As analises tomograficas foram realizadas no Centro de Diagnostico por Imagem
(CDI) da Faculdade de Medicina da PUCRS, localizado no Hospital Sdo Lucas da PUCRS,
em Porto Alegre/RS.

As andlises fisicas foram realizadas nos laboratorios do Grupo de Estudos das

Propriedades de Superficies e Interfaces — Laboratorio de Materiais ¢ Nanociéncias (GEPSI -
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LMN) da Faculdade de Fisica da PUCRS, localizado no Centro de Pesquisa ¢
Desenvolvimento em Fisica no Parque Tecnolégico da PUCRS (TECNOPUC).

O preparo das amostras foi feito em quatro etapas:

a)

b)

c)

d)

as cinco hemimandibulas direitas dos coelhos foram dissecadas, removidas e
armazenadas em glutaraldeido a 2%;

a area de interesse (Figura 17) foi separada da hemimandibula por intermédio
de seccionamento com disco de carborundum acoplado em mandril para peca

de méo em baixa rotagdo, iniciando na regifo alveolar até a base da mandibula;

Figura 17: Area submetida a lixamento e polimento.

em seguida, as mesmas foram embutidas em resina acrilica, com a por¢ao
anterior da mandibula virada para cima, deixando suas bordas levemente
preenchidas com um excesso de material,

a superficie anterior da mandibula ficou exposta, sendo lixada e polida com o
objetivo de deixar a base do bloco paralela a superficie, ficando esta ultima
lisa, a fim de permitir a realizagdo do IHT. Para o lixamento e o polimento,
realizados de forma manual, usou-se uma sequéncia de lixas da gramatura
desde 100 a 4000, fixas em bloco de vidro. O lixamento foi obtido com lixas
de grana 100 até grana 600 e lubrificadas com agua até que o excesso de resina
ficasse no mesmo nivel da mandibula e que a mandibula exposta ficasse lisa. O
polimento, por sua vez, foi realizado com lixas 600 a 4000, lubrificadas com
uma mistura de alcool isopropilico e propileno-glicol 1:1. O polimento
continuou sendo feito com pasta de diamante e o acabamento com solugdo

coloidal de SiC (Figura 18).
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Figura 18: Amostra incluida em resina acrilica ap6s lixamento e polimento.

O objetivo deste preparo foi a obteng¢@o de uma superficie polida no sitio da DO e nas
suas adjacéncias afim de permitir o teste de indentagdo, de acordo com a norma ISO 14577,

relacionada aos testes instrumentados de indentagdo para dureza e parametros de materiais.

Apds lixadas e polidas, as unidades experimentais estiveram prontas para serem

tomografadas e sofrerem os testes instrumentados de dureza.

Para a aquisicdo das tomografias, as hemimandibulas incluidas em resina acrilica,
lixadas e polidas, foram reunidas em uma pega Unica, identificadas, e a aquisi¢do da imagem

de todos eles foi feita em uma tnica tomada tomografica.

O equipamento utilizado foi o Siemens Somaton Plus 4. As amostras foram
posicionadas sobre a mesa de exames e obtidos cortes axiais. As imagens foram armazenadas
em formato Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM) no servidor de
imagens do referido Hospital. O software utilizado para reconstrucdo das imagens foi o
OsiriX Imaging Software 3.5.1 (Open Source'™), capaz de realizar processamento
tridimensional. Obtiveram-se, ainda, renderizagdes tridimensionais a partir dos cortes axiais.
Além disso, o software permitiu estabelecer limiares de atenuagio, produzindo imagens com

base em determinados numeros de TC (unidades Hounsfield).

Foi utilizado um protocolo de aquisicdo em espiral com os seguintes parimetros:
espessura de corte de 1,0mm, Pitch de 1,0mm, incremento de reconstrucdo de 1,0mm,
reconstrugdo com filtro para osso, 120 kV ¢ 90 mA ¢ FOV de 15 cm . Foram obtidas matrizes

de 512 X 512 pixels.
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A fim de realizar a analise das imagens e obter a densidade, foi utilizado o software
Image J, freeware, desenvolvido pelo National Institutes of Health. Foi selecionado o corte
mais anterior e, na mesma regido aproximada onde iria ser realizado o IHT, foi tragada uma

linha com o intuito de se obter as Unidades Hounsfield (HU) ao longo do trajeto.

Esses numeros, obtidos em forma de tabela, foram exportados para o programa Origin
6.0 (Microcal Software™) a fim de se obter os graficos das variagcdes de densidade das

unidades experimentais, em HU.

Os testes intrumentados de dureza (IHT) foram realizados nas dependéncias do GEPSI

- LMN sob orientagio de fisicos experientes’, sob as normas ISO 14577.

Para tal, foi utilizado o equipamento Fischercope HV 100, o qual consiste de trés
unidades distintas: a de controle e avaliagdo, a de posicionamento e a de processamento. Este
sistema possibilita a realizagdo de testes dindmicos de indentacdo e testes com aplicagdo

direta de carga, fornecendo medidas de dureza e de modulo de elasticidade (Figura 19).

Figura 19: Equipamento utilizado para os testes de nanoindentagao

6 Profs. Drs. Roberto Hiibler e Eduardo Blando — TECNOPUC.



55

Para a realizagdo dos testes instrumentados de dureza, marcou-se a regido Ossea

alongada (Figura 20), que foi analisada por meio dos testes fisicos.

Figura 20: Mandibula de coelho incluida em resina. Apds lixada e polida, foi
marcada a regido de interesse para os testes fisicos.

A regido de interesse foi dividida 14 outras regides no sentido antero-posterior, com

distancia de 500 micrometros entre elas (Figura 21).

Para avalia¢do da nanodureza e do mddulo de elasticidade, realizaram-se 10 medidas
em cada uma dessas 14 regides com uma distancia de pelo menos 50 micrometros entre cada
ponto medido, evitando-se, assim, qualquer influéncia entre as medidas. Cada indentagdo foi
realizada utilizando-se um unico ciclo de carga ¢ descarga de 0 até 1 Nilton e de 1 até 0

Nilton, com um penetrador do tipo Vickers.

DD

C::} =500pum F=50um

Figura 21: Divisdo da regido de interesse em 14 regides com distancia de 500 micrometros
entre elas. Em cada regido foram realizadas 10 medidas, com distancias minimas de 50
micrémetros entre cada uma delas.
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Assim, obteve-se uma resposta do comportamento de dureza e de moddulo de
elasticidade de cada amostra. Os dados foram, entdo, exportados para o software Origin 6.0
(Microcal Software™) visando a obtengdo de graficos mostrando a varia¢do ao longo da

amostra.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliagdo histologica, foi utilizado o software Biostat 4.0 para a obtengdo do
Coeficiente de Relagdo Intraclasse (CCI), a fim de avaliar-se a replicabilidade das medidas

. . . . . 7
observadas por dois examinadores, que receberam treinamento de patologista experiente’.

A existéncia de normalidade das medidas histomorfométricas, quanto a variavel osso
neoformado, foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. O teste t foi utilizado para
comparar o percentual de neoformagdo Ossea entre os grupos. Para tal fim, empregou-se o

software SPSS™®.

Para as analises tomograficas e fisicas, utilizou-se a andlise estatistica descritiva

apresentada na forma de graficos.

7 Prof. Dr. Manoel Sant’ Ana Filho.
¥ SPSS — Statistic Packet of Social Science. Produzido por SPSS® Inc. Chigado. www.spss.com.
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados conforme a ordem de preparo e experimentacdo da

amostra, bem como de obten¢ao dos resultados das analises realizadas.

5.1 ANALISE HISTOLOGICA

5.1.1 Analise descritiva

Antes da andlise comparativa relacionada a porcentagem de formagio Ossea no sitio
alongado, as laminas coradas por HE foram estudadas a fim de se realizar uma analise

descritiva dos processos biologicos que estavam ocorrendo.

Tanto no grupo que ndo sofreu irradiagdo com laser quanto no que foi irradiado,

observou-se formag@o 0ssea no sitio de alongamento.

Na area da DO verificou-se o defeito provocado pela instalagio do parafuso
responsavel pela fixagdo do aparelho distrator, a qual se caracterizou por um espago redondo e
vazio, com auséncia de tecido conjuntivo ou tecido 6sseo. Algumas ladminas apresentaram
sinais de coagulo e/ou hemorragia, fato esperado em decorréncia do trauma cirurgico para

perfuracdo e instalagdo dos parafusos (Figura 22).

Ao redor da regifo correspondente aos orificios, foi observado osso maduro, resultado
previsivel visto que a fixacdo ocorreu no osso preexistente. Tal osso apresentou uma
caracteristica mais compacta e organizada com relagdo a area mais central do alongamento
osseo, com menor sinal de atividade osteoblastica e inferior quantidade de tecido conjuntivo

entre as trabéculas o6sseas (Figura 22).

Na area alongada verificou-se formagao de tecido 6sseo com a presenga de vasos
sanguineos, osteocitos recém-formados, bem como atividade osteoblastica intensa,
demonstrando atividade osteogénica intensa. Este tecido Osseo caracterizou-se por ilhas/

trabéculas entremeadas por tecido conjuntivo. As trabéculas dsseas apresentaram-se paralelas
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entre si, mas perpendiculares ao trago de fratura, caracterizando o processo fisiologico de

reparo com vista a preencher o defeito (Figura 22).

(b)

Figura 22: Microscopia optica (HE-50x). A figura (a) apresenta um mosaico da regido distraida; na
figura (b) e (¢) podem ser identificados: - (A) defeito provocado pela instalagdo do parafuso; (B)
coagulo; (C) hemorragia; (D) osso maduro; (E) tecido conjuntivo; (F) neoformacgao 6ssea; (G) vaso
sanguineo; (H) ostedcitos novos; (J) osteoblastos perfilados em atividade.
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Ao ser verificado o processo de formagfo Ossea ativa na area alongada, passou-se a

etapa de avaliagdo da porcentagem de formagdo dssea nos grupos estudados.

5.1.2 Analise da porcentagem de formacio 6ssea

Para ser realizada esta andlise, procedeu-se a calibragdo dos dois examinadores, apos

realizarem treinamento com patologista experiente’, a qual obteve Coeficiente de Correlago

Intraclasse (CCI) de 0,9939. Segundo Fleiss'® (1986), o CCI observado indica

“Replicabilidade Excelente”.

As mensuragdes da UE foram submetidas ao teste de Kolmogorov-Smirnov para

verificacdo da normalidade das medidas histomorfométricas, quanto a variavel o0sso

neoformado (Tabela 1), em que se verificou a normalidade na distribui¢do (p<0,05). Assim,

nas analises subsequentes, foram empregados testes paramétricos.

Tabela 1 - Distribui¢do do numero de unidades experimentais obtidas por animal.

Grupos Animal UEs

Controle 1 19
2 33
3 17
4 29

Experimental 1 29
2 21
3 17
4 14
5 18
6 11

? Prof. Dr. Manoel Sant’ Anna Filho.
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As médias de osso neoformado foram obtidas a partir das mensuragdes das unidades

experimentais de cada lamina.

Estas mensuragdes foram submetidas ao teste paramétrico “t” para amostras
independentes, sendo observada maior porcentagem de neoformagdo Ossea no grupo
experimental (57,89%) em relagdo ao grupo controle (46,75%) (p=0,006). Tais resultados
indicaram a ag¢io positiva do LLLT no grupo experimental (figura 23).

Figura 23: Microscopia dptica (HE — 100x): a Figura (a) apresenta uma UE de coelho
irradiado com LLLT (grupo experimental), enquanto que a (b) mostra uma UE de
coelho ndo-irradiado com LLLT (grupo controle). As setas representam as diversas
“ilhas” de neoformagao Ossea.



61

5.2 ANALISE TOMOGRAFICA

Esta analise foi feita por avaliagio da densidade da area alongada, utilizando-se a

escala de densidade Hounsfield.

As imagens mostram a tomografia do coelho A, o qual serviu de controle, uma vez
que ndo sofreu fratura nem alongamento dsseo e tampouco foi irradiado com laser. Neste
caso, ndo ha linha de fratura, e o tecido 0sseo apresenta-se com aspecto normal, sem o furo de

parafusos ou linhas de fratura (Figura 24).

(a) (b

Figura 24: Coelho (a) ndo-fraturado, nio-distraido nem irradiado com laser. Na Figura (a), a mandibula
deste espécime incluida em resina; em (b), a TC correspondente.

Apesar de o osso normal do coelho (cortical madura) ndo apresentar densidade grande,

observou-se pouca variacdo da mesma, a qual ficou proxima de 1300 HU (Grafico 1)
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Sem fratura sem DO sem laser

Densidade CT (HU)
2
T
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Grafico 1: Variagdo de densidade (HU) do coelho A, ndo-fraturado, ndo-distraido nem irradiado com laser.

Quanto ao coelho (b), o qual sofreu fratura, mas néo foi alongado nem irradiado com
laser, observou-se uma area mais central correspondente a fratura, com uma densidade menor

em relacdo as demais areas Osseas (Figuras 25).

(a) (b)
Figura 25: Coelho (b), fraturado, nio-distraido nem irradiado com laser. Na figura (a), a mandibula deste
espécime incluida em resina; em (b), a TC correspondente.
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Avaliando-se a densidade pela escala Housfield verificou-se uma densidade menor do
que o osso que ndo sofreu fratura nem alongamento Osseo. A variagdo da densidade foi de

aproximadamente 0 até¢ 1000 HU, conforme Grafico 2.
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Grafico 2: Variagao de densidade (HU) do coelho B, fraturado, ndo-distraido nem irradiado com laser.

A tomografia do coelho C, que sofreu fratura, mas ndo foi alongado, embora tenha
recebido irradiagdo com laser, apresentou uma imagem semelhante ao animal anterior, com
uma area central de menor densidade do que as demais, correspondente a regido da fratura

(Figura 26).

(a) (b)

Figura 26: Coelho C, fraturado, ndo-distraido e irradiado com laser. Na figura (a), a mandibula deste
espécime incluida em resina; em (b), a TC correspondente.



64

O Grafico 3, sobre variagdo da densidade segundo a escala Hounsfield, mostrou
variacdio de densidade de 250 até 1250 HU. Tais valores foram maiores do que o coelho B, o

qual foi fraturado mas néo irradiado com laser.
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Grafico 3: Variagdo de densidade (HU) do coelho C, fraturado, ndo-distraido e irradiado com laser.

O coelho D, que sofreu fratura e distracdo osteogénica, mas ndo recebeu irradiagio
com laser, apresentou uma area mais ampla de menor densidade correspondente ao

alongamento désseo (Figura 27).

(a) (b)
Figura 27: Coelho D, fraturado, distraido, mas ndo-irradiado com laser. Na Figura (a), a mandibula deste
espécime incluida em resina; em (b), a TC correspondente.
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\

Quanto a variagdo de densidade pela escala Hounsfield observou-se variacdo de

densidade, entre aproximadamente 0 e 1000 HU (Grafico 4).
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Grafico 4: Variagdo de densidade (HU) do coelho D, fraturado, distraido, mas ndo-irradiado com laser.

Semelhante a amostra anterior, o coelho E, que sofreu fratura, distragdo osteogénica e
irradiacdo com laser, apresentou uma area central de menor densidade correspondente ao

alongamento dsseo (Figura 28).

(a) (b)
Figura 28: Coelho E, fraturado, distraido e irradiado com laser. Na figura (a), a mandibula deste espécime
incluida em resina; em (b), a TC correspondente.
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A analise da densidade pela escala Hounsfield mostrou variagdo de aproximadamente

0 a 1000 HU, com valores semelhantes ao coelho que também sofreu distragdo osteogénica,

embora ndo tenha sido foi irradiado com laser (Grafico 5).
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Grafico 5: Variagdo de densidade (HU) do coelho E, fraturado, distraido ¢ irradiado com laser.

O Quadro 3 resume os valores de densidade encontrados na amostra.

COELHOS | Fratura | Distragdo Osteogénica | Laser | Valoresde Densidade
A Nao Nao Nao 1300

B Sim Nao Nao 0 - 1000

C Sim Nao Sim 250 - 1250

D Sim Sim Nao 0-1000

E Sim Sim Sim 0 - 1000

Quadro 3: Resumo das variagdes de densidade (HU) encontradas na amostra
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5.3 ANALISE FISICA

Para esta analise foram utilizados os mesmos espécimes da andlise tomografica

apresentada anteriormente.

Os resultados foram ilustrados por meio de graficos que apresentam as medidas de

dureza, em Megapascal (MPa), e de modulo de elasticidade, em Gigapascal (GPa).

Ao se avaliar a dureza do coelho A, que ndo sofreu distracdo osteogénica nem
irradia¢do com laser, foi observada variagdo, ao longo da regido avaliada, de 50 a 600 MPa,

enquanto que o modulo de elasticidade variou de 3 a 16 GPa (Grafico 6).
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Grafico 6: Propriedades fisicas do coelho A, ndo-fraturado, ndo-distraido nem irradiado com
laser. Em 6(a), a varia¢@o de nanodureza; em 6(b), a variagdo do mddulo de elasticidade.
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Quanto ao coelho B, o qual sofreu fratura, mas ndo foi alongado nem irradiado com
laser, observaram-se valores de dureza semelhantes ao coelho anterior, variando de 50 a 600
MPa. Contudo, quanto a varidvel mddulo de elasticidade, foram verificados valores

superiores, de 3 a 20 GPa (Grafico 7).
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Grafico 7: Propriedades fisicas do coelho B, fraturado, ndo-distraido nem irradiado com laser.
Em 7(a), a variagdo de nanodureza; em 7(b), a variacdo do modulo de elasticidade.
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Quando avaliadas as propriedades fisicas do coelho C, que sofreu fratura e irradiagéo

com laser, mas ndo foi alongado, os valores de dureza verificados variaram entre 50 a 550

MPa, enquanto o modulo de elasticidade variou entre 3 a 16 GPa (Grafico 8).
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Grafico 8: Propriedades fisicas do coelho C, fraturado, ndo-distraido e irradiado com laser. Em
8(a), a varia¢do de nanodureza; em 8(b), a variacdo do mddulo de elasticidade.
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Com relagdo ao coelho D, que sofreu fratura e alongamento 6sseo, mas ndo foi

irradiado com laser, verificaram-se medidas de dureza entre 0 e 500 MPa e de modulo de

elasticidade entre 0 ¢ 6 GPa (Grafico 9).
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Grafico 9: Propriedades fisicas do coelho D, fraturado, distraido, mas nio irradiado com laser.
Em 9(a), a variag@o de nanodureza; em 9(b), a variagdo do mddulo de elasticidade.
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O coelho E, que sofreu fratura, distracdo osteogénica e irradiagdo com laser,

apresentou valores de dureza entre 0 e 500 MPa e de mddulo de elasticidade entre 0 e 14 GPa

(Grafico 10).
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Grafico 10: Propriedades fisicas do coelho E, fraturado, distraido e irradiado com laser. Em
10(a), a variagdo de nanodureza; em 10(b), a variagdo do mddulo de elasticidade.
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O Quadro 4 resume os valores das propriedades fisicas encontradas na amostra

COELHOS | Fratura | Distragdo Osteogénica | Laser Propriedades Fisicas
Dureza (MPa) Elasticidade (GPa)
A Nao Nao Nao 50-600 3-16
B Sim Nao Nao | 50-600 3-20
C Sim Nao Sim 50-550 3-16
D Sim Sim Nao | 0-500 0-6
E Sim Sim Sim 0-500 0-14

Quadro 4: Resumo das propriedades fisicas encontradas na amostra.

5.4 ANALISE DOS RESULTADOS EM CONJUNTO

A seguir, foi apresentado um desenho esquematico mostrando um mosaico do 0sso
embutido em resina acrilica (Figura 29a) e a tomografia (Figura 29b) e os graficos relativos as
analises tomograficas (Grafico 11a) e fisicas (graficos 11b e 11¢) do coelho B, que sofreu

fratura, mas ndo foi distraido nem irradiado com laser.
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(a)

(b

Figura 29: Coelho B, fraturado, ndo-distraido nem irradiado com laser. Na figura (a), a
mandibula deste coelho incluida em resina; em (b), a TC correspondente.



74

] Com fratura sem DO sem laser

§ I (a)

Densidade CT (HU)
2
2
1
|
|
/
/

o

g

PP A A

-1000

—— HUk [MPa
T00 L 1 L I} 1 L Il L
) _/\/\/
500 / (b)
& 400+
=
N 300
: /
o
200
1004
0«
T T T T T —T —T T T —T T |
0 2 4 6 ] 10 12 14 18
Fosigao
|—x GPa]
22 'l 1 L I} 1 L '} L
20
] /wx
o ] /
g / (c)
O 144
3 /
] 124 /
=}
% 10+
5
[T
|
4 -
2 T T T Y T T Y T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 18
Posigéo

Grafico 11: Propriedades tomograficas e fisicas do coelho B, fraturado, nio-distraido nem
irradiado com laser. Em 11(a), a variagdo de densidade; em 11(b), as medidas de nanodureza;
em 11(c), as medidas do médulo de elasticidade.
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As figuras 30 mostram um mosaico do osso embutido em resina acrilica e a
tomografia e os graficos relativos as andlises tomograficas (Grafico 12A) e fisicas (graficos

12B e 12C) do coelho C, que sofreu fratura, ndo foi distraido, mas irradiado com laser.

(a)

(b)

Figura 30: Coelho C, fraturado, ndo-distraido, mas irradiado com laser. Na figura (a), a mandibula deste
coelho incluida em resina; em (b), a TC correspondente.
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Grafico 12: Propriedades tomogréficas e fisicas do coelho C, fraturado, nio-distraido, mas
irradiado com laser. Em 12(a), a variagdo de densidade; em 12(b), as medidas de nanodureza;
em 12(c), as medidas do mddulo de elasticidade.
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A seguir, foi apresentado um desenho esquematico mostrando um mosaico das
imagens de HE ao longo de toda a éarea distraida (Figura 31a), do osso embutido em resina
acrilica (Figura 31b) e da tomografia (Figura 31c), além dos graficos relativos as analises
tomograficas (Grafico 13a) e fisicas (graficos 13b e 13c¢) do coelho D, que sofreu fratura, foi
distraido, mas nao foi irradiado com laser. Ressalta-se que a imagem HE ndo ¢ do mesmo

coelho do bloco embutido em resina, da tomografia e das analises.

S S s - -
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Figura 31: Coelho D, fraturado, distraido, mas ndo-irradiado com laser. Na Figura (a), uma
representacdo do HE; na (b), a mandibula incluida em resina; em (c), a TC correspondente.
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Grafico 13: Propriedades tomograficas e fisicas do coelho D, fraturado, distraido, mas nio
irradiado com laser. Em 13(a), a variagdo de densidade; em 13(b), as medidas de nanodureza;

em 13(c), as medidas do modulo de elasticidade.
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Finalmente, foi apresentado um desenho esquematico mostrando um mosaico das
imagens de HE ao longo de toda a éarea distraida (Figura 32a), do osso embutido em resina
acrilica (Figura 32b) e da tomografia (Figura 32c), além dos graficos relativos as analises
tomograficas (Grafico 14a) e fisicas (graficos 14b e 14c¢) do coelho E, que sofreu fratura,
distragdo e irradiagdo com laser. Ressalta-se que a imagem HE também nfo é do mesmo

coelho do bloco embutido em resina, da tomografia e das analises.

(a)

(b

(c)

Figura 32: Coelho E, fraturado, distraido e irradiado com laser. Na Figura (a), uma representagdo do
HE; na (b), a mandibula incluida em resina; em (c), a TC correspondente.
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Grafico 14: Propriedades tomograficas e fisicas do coelho E, fraturado, distraido e irradiado
com laser. Em 14(a), a variag@o de densidade; em 14(b), as medidas de nanodureza; em 14(c),
as medidas do modulo de elasticidade.
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O Quadro 5 apresenta os resultados relativos as propriedades tomograficas e fisicas de

maneira resumida.

COELHOS Fratura | Distragdo Laser | Propriedades Propriedades

A - Tomograficas Fisicas

Osteogénica
Escala Dureza Elasticidade
Hounsfield (MPa) (GPa)

A Nao Nao Nio 1300 50-600 3-16
B Sim N3ao Nio 0-1000 50-600 3-20
C Sim Nio Sim 250 - 1250 50-550 3-16
D Sim Sim Nio 0-1000 0-500 0-6
E Sim Sim Sim 0-1000 0-500 0-14

Quadro 5: Resumo das propriedades tomograficas e fisicas encontradas na amostra.
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6 DISCUSSAO

O modelo animal adotado para esta pesquisa foi o coelho, submetido a DO de
mandibula. Este modelo ja foi amplamente utilizado em estudos sobre alongamento e

~ i 0,11,12,22:26
regeneragdo de tecido 6sseo” .

Resultados clinicos e histologicos obtidos em outras investigagcdes indicam o coelho
como o modelo animal ideal para DO mandibular, pois combina, com sucesso, critérios de
controle intraanimal, analise temporal, custo efetivo e bom controle bioldgico, que podem

104
nortear futuros estudos .

Além disso, a utilizacdo de animais de pequeno porte permite praticidade e rapidez na

S o L . o 53
realizacdo de andlises histoldgicas e por imagem radiologica, com menor custo™ .

Para avaliar o processo de neoformagfo dssea, diversos pesquisadores utilizaram a
analise histologica®2">*¢ _ Apesar de estarem bem descritos e consagrados os eventos que
ocorrem durante o processo de alongamento 6sseo por DO, inclusive quando da irradiagdo

com laser®*>%¢

, julgou-se importante a realizagdo desta pesquisa, a fim de comprovar a
ocorréncia de neoformagio dssea, suas caracteristicas e a diferenga percentual de osso

neoformado, com e sem irradiagdo com laser.

Verificou-se, por analise descritiva, que realmente ocorreu neoformagdo 6ssea, com
padrdes definidos. Foram observadas, basicamente, duas regides distintas: uma, de o0sso
preexistente, ao redor dos parafusos e outra, de neoformagdo déssea caracterizada por ilhas
entremeadas por tecido conjuntivo fibrovascular. Tais ilhas apresentaram orientagdo
perpendicular ao trago de fratura, mas horizontal ao vetor de alongamento dsseo. Este padrao

seguiu 0 mesmo encontrado na literatura®>>%>,

Na presente pesquisa, apesar da quantidade de osso neoformado diminuir em diregao a
zona central da DO, ndo foi encontrada uma zona especifica de tecido fibroso, conforme

. 2,53
descrito por outros autores consultados ~

. No entanto, os resultados obtidos sdo coincidentes
com um estudo que encontrou formagao de trabeculado 6sseo em todos os grupos estudados,

entremeados por tecido fibrovascular, onde o trabeculado dsseo esteve alinhado em diregdo ao
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vetor da distragdio e a area central da regeneracdo mostrou menor quantidade de formacgéo
ossea, indicando que esta iniciou nos limites/bordas do osso preexistente, diminuindo em
direcdio a 4rea central®®.

Em alguns espécimes da presente pesquisa observou-se, também, pequena formagdo
de cartilagem. Quando essa ocorreu, estava localizada em direg¢@o a regido alveolar, proxima
aos dentes. A possivel explicagdo para tal fato seria um trauma cirargico provocado pela
perfuracdo para instalacdo de parafusos do aparelho distrator, que, em alguns casos, ficou
junto as raizes dentarias, com possivel infec¢do de origem intrabucal associada. Ja outras

pesquisas ndo observaram esta formagdo de cartilagem®

ou foi constatada formagido de
tecido cartilaginoso apenas no grupo que recebeu irradiagdo com laser, no periodo de

o x 2
ativacao”.

Por meio da andlise por HE, foi observada formacdo Ossea, tanto no grupo controle
quanto no experimental. Este tipo de evento estd diretamente relacionado a quantidade e ao
tempo de ativacdo. Foi utilizado um protocolo de ativa¢do do aparelho de 0,7 mm/dia, pois,
segundo a literatura, ativagoes de 0,5 a Imm/dia resultam em formacéo dssea, enquanto que
distragdes maiores ¢ mais rapidas resultam em unifo fibrosa, fato este ndo observado nesta

investigac;ﬁo3 1,33,55,56

Com relagdo ao periodo de consolidag@o, optou-se por 10 dias, caracterizado como

. ~ L2502
mais curto em relagdo a outras pesquisas®>"°

que utilizaram periodos de fixacdo de duas a
seis semanas. Esta op¢do se deu, principalmente, visando avaliar os estdgios iniciais de
formacdo dssea, a partir de um mesmo modelo experimental animal ndo-humano coelho. Esta
metodologia ¢ sustentada por resultados relatados de pesquisa em que se observou
neoformagdo éssea em cinco coelhos (de um total de seis) com periodo de consolidagdo de
somente oito dias™. Além disso, o periodo de consolidagdo utilizado nesta pesquisa foi apenas
um pouco inferior ao de outra, na qual se verificou que, na segunda semana, se pode observar
unidio éssea na area central distraida, mas com areas focais de tecido fibroso. Acredita-se que,
para a finalidade deste estudo, o tempo de consolidacdo pode ser considerado ideal, embora

somente na quarta semana se estime haver unido dssea completa e corticaliza¢do parcial no

0sso neoformado por DO, em modelo experimental animal nio humano coelho®’.
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Na analise histologica, empregou-se o percentual de neoformacgéo 6ssea, que € o teste
padrido em estudos que avaliam tecidos ou substitutos 6sseos. Quanto a utilizagdo do laser em

DO, j4 foi empregado anteriormente®>%.

A inten¢do da utilizacdo de tecnologia laser foi averiguar se a mesma biomodula
positivamente, estimulando o processo de maturagdo da ferida, na medida em que a DO pode
ocasionar grande desconforto ao paciente, especialmente quando utilizados aparelhos
distratores externos, que podem induzir infec¢des de superficie, parestesias, cicatrizes
hipertréficas e dificuldade de convivio social, além de casos de instabilidade e recidivas apos

: 5 A s 4734
o processo de distragdo osteogénica®’?

. Portanto, acredita-se ser importante desenvolver
estratégias terapéuticas que abreviem o tempo para a estavel consolidagdo do processo em

estudo.

Optou-se pela utilizacdo do comprimento de onda infravermelho, quando do emprego
da LLLT, com o objetivo de acelerar a regeneracdo tecidual, pois as pesquisas ja realizadas
demonstram ser com este comprimento de onda que se obtém os melhores resultados no que

s . . o 42,49-52
se refere a biomodulacdo positiva em tecido 6sseo™ " -

A partir dos resultados obtidos no estudo realizado pela mesma equipe de pesquisa,
publicado por Cerqueira et al. (2007), optou-se por irradiar com laser (LLLT — 830 nm) na
fase de consolidag@o, considerando-se importante que o processo de ativagdo, imediatamente
anterior, na dindmica da DO, envolve atividade metabdlica bem maior, passivel de
biomodulagdo positiva para estimulacdo da neoformagdo dssea. Ademais, os resultados
daquele estudo também demonstraram formag¢ao de cartilagem quando o tecido foi irradiado

r : x .2
no periodo de ativagdo”.

Conforme o esperado, observou-se biomodulacdo positiva da acdo do LLLT,
proporcionando maior porcentagem de neoformag@o 6ssea em relagdo ao grupo controle. Os
resultados sfo semelhantes aos apresentados na literatura, visto que pesquisadores

encontraram maior neoformacdo 6ssea no grupo irradiado™**=2%,

Utilizando-se uma amostra com espécimes submetidos a DO e também naqueles
espécimes em que ndo foi realizada DO, mas apenas fratura do osso mandibular de coelhos,

foram realizadas andlises tomograficas e fisicas, fato ainda n@o encontrado na literatura
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pertinente ao assunto. Apesar das duas fases do experimento néo terem ocorrido no mesmo
biotério € no mesmo periodo, as cirurgias foram realizadas em animais obtidos a partir de
mesmas matrizes, com caracteristicas similares. Adiciona-se a isso o fato de seguir-se o

mesmo protocolo terapéutico e ser realizado pelos mesmos operadores.

Inimeros pesquisadores utilizaram tomografias para avaliar o processo de formagio
ossea ocorrida apds DO. No entanto, poucos empregaram medidas de densidade. Apesar do
custo da TC ser mais elevado do que exames radiograficos bidimensionais convencionais,
optou-se por utilizar a tomografia em decorréncia das vantagens sustentadas pela literatura '®
1 Pesquisadores experientes afirmam que as tomografias computadorizadas proporcionam
informa¢des mais detalhadas sobre a qualidade e a quantidade de osso, nas areas
neoformadas, permitindo mensurar a densidade e as suas variagdes no osso alongado por DO,

gracas a sua grande precis@o, minimo erro e relag@o direta com os achados histologicos.

No que se refere aos testes instrumentados de dureza (IHT), os mesmos possibilitam a
identificacdo das propriedades mecénicas do osso alongado por DO, por intermédio de
medidas de nanodureza e modulo de elasticidade. Este tipo de teste tem sido bastante utilizado

o L. 90,92,94-99,101 ~ -
para avaliacdo de ossos e suturas em humanos e animais . No entanto, nfo existem
informagdes sobre as propriedades fisicas do osso distraido, embora ja tenham sido
mensuradas as propriedades fisicas, pela nanoindentago, do calo 6sseo de ratos submetidos a

n 100
fraturas de fémur .

Quanto ao coelho A, este ndo sofreu fratura nem processo de alongamento por DO. Ao
serem avaliadas as propriedades tomograficas, foram verificadas pequenas variagdes de
densidade, de acordo com a escala Hounsfield, estando no valor aproximado de 1.300 HU.
Tais resultados estdo de acordo com os valores ja descritos para tecido 6sseo na literatura®"°.
Segundo pesquisadores, o osso apresenta valores que variam de +1.000 até +3.000 HU. Além
disto, estes resultados corroboram com os de outras pesquisas, que registraram valores de
944,9+207 HU na regido anterior de mandibula78, 1.320 a 1.560 HU na regido basal de

mandibula” e densidades 6sseas maiores que 850 na maioria das regides interdentarias de

maxila e mandibula®'.

Ao se avaliarem as propriedades fisicas relacionadas a nanodureza, os valores

encontrados no grupo controle desta pesquisa demonstraram ser um pouco menores do que
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em ossos humanos, segundo a literatura, uma vez que se constatou variagdo entre 50 — 600
MPa, enquanto que, para ossos de humanos, foram observados valores de nanodureza um
pouco maiores, variando entre 468 até 736 MPa” e entre 234 ¢ 760 MPa”? e, especificamente,
para ossos da face de humanos foram observados valores médios de 520 MPa para maxila e

590 MPa para mandibula'®".

Em relagdo ao mddulo de elasticidade, observaram-se valores entre 3 ¢ 16 GPa para
tecido 6sseo do modelo experimental animal nio humano coelho pesquisado. Em o0ssos
humanos do corpo foram encontrados valores de 13,5 — 25,8 GPa % e de 18,14 — 20,02 GPa”.
Em se tratando de ossos da face, foram verificados valores de 14,9 GPa para maxila ¢ 18,3
GPa para mandibula'”'. Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que as mandibulas dos

coelhos apresentam valores de modulo de elasticidade inferiores aos de ossos humanos.

Os coelhos B e C do grupo 2 sofreram fratura, embora ndo tenham sido alongados por
DO. O primeiro ndo recebeu irradiagdo com laser, enquanto o segundo foi irradiado. As
analises das tomografias revelaram variagdes de densidade de 0 até 1.000 HU para o coelho B

e de 250 até 1.250 HU para o coelho C.

O coelho B apresentou densidades 6sseas menores do que os valores do osso higido,

69,70

conforme os valores de densidade mencionados na literatura e comprovado pelas

78,7981 - x . .
%%, Tais valores s@o semelhantes aos do calo 6sseo de fraturas produzidas em

pesquisas
tibias de coelhos, mas ndo irradiadas com laser, em que os pesquisadores constataram
densidade de 297 HU>?. Apesar de os valores obtidos serem inferiores aos do osso higido,
ocorreu unido dos segmentos dsseos por neoformagio, comprovado clinicamente e sustentado

pelos achados histoldgicos prévios.

Em relagdo ao coelho C, este apresentou picos de valores de densidade Ossea

69,70,78,79,81 .
ISR Tais valores

semelhantes ao coelho A e apontados na literatura para osso higido
seguem aqueles observados em pesquisa sobre calo dsseo de fraturas produzidas em tibias de
coelhos irradiadas com laser, cujo valor médio foi de 691 HU>%. Semelhante ao coelho B,
houve unido dos segmentos ésseos comprovada clinicamente ¢ sustentada pelos achados

histologicos prévios, na area da neoformacgéo dssea.
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Este aumento da densidade em relagdo ao grupo que sofreu fratura, mas ndo foi
irradiado com laser, ¢ atribuido justamente a biomodulago positiva induzida pela utilizagdo
desta tecnologia. Este efeito ¢ confirmado por inumeras pesquisas™®2%**%"2 que
demonstraram que o laser oferece vantagens em termos de cicatrizacdo de feridas ou fraturas
osseas. Sua utilizagdo no coelho C produziu um calo dsseo exuberante, comprovado

clinicamente, que traduziu no aumento da densidade observado no estudo da TC.

As propriedades fisicas destes grupos identificaram valores de nanodureza e médulo
de elasticidade semelhantes ao grupo controle, o qual ndo sofreu fratura nem alongamento
osseo por DO. Tais valores ja foram discutidos anteriormente. A ausé€ncia de variacdo entre
estes grupos experimentais e o controle possivelmente deve-se ao fato de que, embora tenha
sido realizada uma fratura, esta foi adequadamente reduzida e estabilizada, sem sofrer
alongamento dsseo, possibilitando uma adequada cicatrizagdo. Soma-se a isso o fato de que os
testes de nanodureza (IHT) terem sido realizados entre os orificios do parafuso, de forma que
também foram feitas medidas no osso higido preexistente € ndo necessariamente apenas na
regido da linha de fratura. A formagao do calo 6sseo também contribuiu para esta semelhanga

de resultados.

Os resultados tomograficos e fisicos estio em consonancia com aqueles encontrados
por um grupo de pesquisadores que observou que, em relagdo aos testes biomecanicos, nio
foram verificadas diferengas no que diz respeito a for¢a de tensio entre os grupos com e sem
laser que sofreram fraturas. Tais resultados sugerem que a utilizagdo do laser pode favorecer a
formacdo do calo 6sseo em estagios precoces do processo de cicatrizagcdo, mas com beneficios

duvidosos nas propriedades biomecanicas™.

Ja os coelhos D e E do grupo 2 sofreram fratura e alongamento 6sseo por DO. O
primeiro ndo recebeu irradiagdo com laser, enquanto o segundo foi irradiado. As analises das
tomografias revelaram variagdes de densidade de 0 até 1.000 HU para ambos os grupos.
Acredita-se que tais grupos foram os que tiveram o processo de cicatrizacdo mais dificultado
devido ao processo especifico para obter o alongamento 6sseo, pois cada ativagdo traduzia-se
em uma desorganizagdo tecidual e em um trauma adicional local que, de alguma forma,
poderia dificultar e/ou retardar o reparo tecidual. Essa seria a principal causa referida na
literatura de instabilidades e recidivas®*” dependentes do tempo de consolidagdo proposto

pela equipe de pesquisadores.
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Esta menor densidade ¢ssea, quando comparada ao coelho néo fraturado, ¢ semelhante
a pesquisa que constatou que a densidade Ossea da area regenerada nunca chegou aos niveis
verificados antes do alongamento 6sseo, apos um periodo de quatro, seis € oito semanas de

: ~ 61
consolidacao®".

Quanto as propriedades mecanicas, tanto o coelho D quanto o E apresentaram valores
de nanodureza e modulo de elasticidade um pouco inferiores aos demais grupos. Para estes
grupos, os valores de nanodureza foram entre 0 até 550 MPa. O coelho ndo-irradiado (D)
apresentou modulo de elasticidade entre 0 ¢ 6 GPa, enquanto que o irradiado (E) mostrou
modulo de elasticidade entre 0-14 GPa. Apesar de se apresentarem inferiores aos demais
coelhos, os valores de nanodureza encontraram-se préximos a eles. O modulo de elasticidade
do coelho D mostrou estar bem inferior aos demais, ao passo que no E, apesar de mais baixo,
os valores encontraram-se mais proximos aos coelhos A, B e C. Isto indica que o osso
alongado por DO e irradiado com laser apresenta propriedades mecanicas de um processo de

cicatrizagdo mais adiantado que o osso alongado por DO que ndo foi irradiado.

Ressalta-se que a avaliag@o tomografica ndo identificou diferenca de densidade entre
os ossos distraidos, com e sem laser, enquanto que os testes fisicos identificaram variagdo do
modulo de elasticidade entre esses mesmos animais. Portanto, o IHT pode ser um teste mais

sensivel, identificando diferengas que as tomografias ndo aferem.

Os resultados obtidos com amostragem pequena, como foi o caso da presente
pesquisa, devem ser interpretados com cautela. Por exemplo, quando se faz referéncia a
valores de propriedades mecénicas das analises fisicas com valor 0 (zero), pode-se entender
que a medida foi obtida sobre uma area ndo-trabeculada (espaco dsseo nido-mineralizado).
Apesar disto, sendo este um trabalho pioneiro e preliminar, balisador de pesquisas
seqiienciais, os achados histoldgicos, tomograficos e fisicos obtidos e relacionados parecem
convergir quanto ao efeito bioestimulatério no que diz respeito ao processo de reparo tecidual

quando da utilizagdo da LLLT.
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7 CONCLUSOES

A partir de andlise histoldgica, pode-se afirmar que a utilizagdo do laser
infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW) aumenta o percentual de
neoformagdo dssea, no grupo irradiado.

A utilizagdo do laser infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW) aumenta a
densidade do osso neoformado, no animal fraturado.

A utilizagdo do laser infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW) nio
aumenta a densidade 6ssea do animal fraturado e distraido.

Os resultados aferidos por IHT nfo demonstram beneficios relacionados as
propriedades mecéanicas de nanodureza e moddulo de elasticidade do osso
fraturado, utilizando-se o laser infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW).
Em relagdo a propriedade mecédnica de nanodureza do osso fraturado e
distraido, a utilizacdo do laser infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40 mW)
nfo apresenta beneficios relacionados, conforme resultados aferidos por IHT.
Em relacdo a propriedade mecénica de modulo de elasticidade do osso
fraturado e distraido, resultados aferidos por IHT demonstram beneficios
relacionados a utilizagdo do laser infravermelho (GaAl)As (A=830 nm, 40

mW).
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovagdo da Pesquisa pelo CEP/PUCRS

ss PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

Oficio 1393/06-CEP Porto Alegre, 01 de dezembro de 2006.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 05/02791, intitulado:
“Avaliagd@o dos efeitos de laseres terapéuticos na distragio osteogénica pela
detecgdo da expresséo de proteinas osteogénicas”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser
enviados a este CEP.

limo(a) Sr(a)
Profa Dra Marilia Gerhardt de Oliveira
N/Universidade
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ANEXO B — Aprovagio da Pesquisa pela Comissio de Etica em Experimentagio da
Universidade Federal de Pelotas/RS

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
BIOTERIO CENTRAL

COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO

Protocolo CEEA n° Parecer n°® 03/07

Pesquisador: Prof. Dr* Marilia Gerhardt de Oliveira

Titulo: Avaliagdo dos efeitos de laseres terapéuticos na distragéio :
osteogénica pela detecgfio da expressdo de proteinas osteogénicas.

| Entrada: 10 de maio de 2007 Reunido: 27/07/2007 |

[ Situagdo do Projeto: ' |

Consideragdes e Parecer: Apods analisado o Projeto em tela e baseado no
parecer da PUC/RS, que apreciou e aprovou, sob protocolo de pesquisa,
registro n°® 05/02791.

Referendamos o parecer supra citado.

| Relator: Prof. Milton Oliveira Amado.

Campus Universitdrio — Capéo do Leflo Instituto de Biologia Prédio n® 20 Biotério Central Fone ll'ax:
32757341 E-mail: milton.amadof@ulpel.edu.br CEP n® 96.010-900 Pelotas RS ceea@ufpel.br
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ANEXO C - Calibragio do Laser pelo Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Fisica -
PUCRS

LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 13
GRUPO DE FiSICA DAS RADIACOES - GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

_

Data 13/09/05

MEDIDA DE IRRADIANCIA ESPECTRAL E IRRADIANCIA

1. REQUERENTE

Razio Social/Nome: Faculdade de Odontologia da PUCRS — Marilia Gerhardt de Oliveira
Enderego: Av. Ipiranga, 6681 — Prédio 6

Cep: 90619-900

Cidade: Porto Alegre — RS —

Telefone: 3320-3538 ~

4 .
p4 \

2. DESCRIGAO DOS ITENS ENSAIADOS "/ N \ﬂ.‘

4
A tabela 2.1 identifica as duas fontes lasers ‘gflsa.laq\af do se;ﬁ!xqe _g@mpameﬁf‘

‘J’ b b 3 o
- Marca: DMC. / \ \ >
- Modelo: Thera Laser. ’g r r} {:\‘b""‘r-.,. Vd
’ 4 N b o
- Tensdo: 127 V. ‘f’ 8 N
- Numero de série: TLSR0391. Ve 7N\ N\ N
N N 4 \ \ \
\, \ ,,"’f ) \, N
2.1 Tabela de Identificagio: % b 4 N P 4
- ji N/
Codi : ~, ‘Tipa, . Poténcia Obs.
00061EI/05 — 01 Fonte LasMis S 35mW
00061E1/05 — 02_]._ / Fonte Laser IR 100 mW

{ f \ ‘;"'-:.

P_ {f / \, . ) P,

[1] Eonnagoe\fomedﬁqe pelo regn:ﬁerente ‘-‘\TF N

: | |

3. INSTRUMENTO DM@ fﬂ

- HEspectrorradidme Detecgao cspcctral,é':ltrc 250-1100 nm em intervalos de 1 nm, com largura
de banda ndo exceden 5 nm.

- Certificado de Calibragio n’ 17 de 07/06/05.

4. METODO DE MEDIDA

Método realizado de acordo com o Procedimento Técnico Interno de Medida de Irradiincia
Espectral Difusa.

- Distincia fonte - detector: (2,5 £0,1) cm.
- Intervalos de medida: 400 - 800 nm ¢ 750 - 1100 nm.

R0 —
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104 Fone: (S1) 3320-3682
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS - Brasil Fax: (51)3320-3616
Home-page: www pucrs bi/gflr  E-mail: glr@pucrs br CNPJ 88630413/0002-81




LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 2/3
GRUPO DE FISICA DAS RADIACOES - GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERAGAO DA RADIAGAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

Continuacio Data 13/09/05
5. RESULTADO DAS MEDIDAS

Tabela com Valores da Trradiincia Difusa e Espectros das fontes identificadas pelo codigo da
Tabela 2.1.

5.1 Tabela de Irradidncia Difusa e Comprimento de Onda:

: Comprimento Irradidncia
Cadigo de Onda Difusa
0006TET/05 — 01 683 nm 2,87 Wm*
0006IEI/05 — 02 829 nm /V" 15;
"

5.2 Anexo I: Espectros da Irradiincia Espectral Difusa x Comprimento Onda, para as fontes de

radiagio identificada pelo cédigo da Tabela 2.1.

[2] Observagdes:

cooperagio
deveri ser a
PUCRS)".
Porto Alegre, 13 de setembro de 2005,
Dra. M. R. Rizzatti
Coordenadora do GFR-PUCRS
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104 Fone: (51) 3320-3682

CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616
Home-page: www.pucrs br/gfr  E-mail: gfr@pucrs br CNPJ 88630413/0002-81
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LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA i3
GRUPO DE FiSICA DAS RADIAGOES — GFR

NUCLEO DE PESQUISA M INTERAGAO DA RADIACAO COM A MATERIA

CENTRO DE UISA E DESENVOLVIMENTO EM FISICA - PUCRS

Cononuagio Data 13/09/05

ANEXOI(3/3)
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Abstract This study evaluated the effect of low-level laser
therapy (LLLT) on the chemical composition, crystallinity
and crystalline structure of bone at the site of distraction
osteogenesis. Five rabbits were subjected to distraction
osteogenesis (latency = 3 days: rate and frequency =
0.7 mm/day for 7 days; consolidation = 10 days), and three
were given LLLT with arsenide—gallium—aluminum
(AsGaAl, 830 nm, 40 mW) 10 Jiem® dose per spot,
applied divectly to the distraction osteogenesis site during
the consolidation stage at 48 h intervals. Samples were
harvested at the end of the consclidation stage. X-ray
fluorescence and X-ray diffraction were used to analyze
chemical compaosition, crystallinity and crystalline structure
of bone at the distraction osteogenesis site. The analysis of
chemical composition and calcium (Ca) and phosphorus (P)
ratios revealed preater mineralization in the LLLT group.
Diffractograms showed that the crystalline structure of the
samples was similar to that of hydroxyapatites. Crystallinity
percentages were greater in rabbits that were given LLLT.
Crystallinity (41.14% to 54.57%) and the chemical com-
position of the bone at the distraction osteogenesis site were
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similar to the that of the control group (42.3 7% to 49.29%).
The results showed that LLLT had a positive effect on the
biomodulation of newly formed bone.

Keywords Osteogenesis - Distraction - Lasers -
X-ray diffraction

Introduction

In the past two decades distraction osteogenests has become
an effective thempeutic altemative to the use of bone grafts
in the treatment of several congenital or acquired dentofacial
deformities. Distraction osteogenesis consists of the use of
distraction devices implmted in adjacent and independent
bone sites to promote their separation and the consequent
osteogenesis between them. After the time necessary for
separation and defect repair, the distraction device is held in
place but is no longer activated. It should be removed only
after the interposed osteoid tissue has mineralized. Because
of the time required for bone maturation and for removal of
the distractor, distraction ostengenesis may generate discom-
fort, which has led some authors to study solutions to
accelerate new bone formation [1-7].

Distraction osteogenesis involves metabolic activities
that can be modulated by physical and chemical agents.
Therefore, the use of low-level laser therapy (LLLT) may
reduce total trestment time and provide more comfort to
patients. The use of LLLT has been proven to be beneficial
to soft tissue and bone repair [8-13].

Bone may be evaluated by several types of tests that
differ in their accuracy and complexity. These tests should
determine the quantitative and qualitative differences in
bone tissue between study groups. The analysis of how
operator-independent the test is may also be relevant,
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because of the nfluence that operators may have on their
object of study.

Histological analysis after hematoxylin-eosin (HE)
staining is widely used to evaliate bone changes. Other
stains are also used with the same purpose, and their
performance and analysis are similar. Although relatively
easy to perform, they have the disadvantage of being
operator-dependent, which requires us to use a greater
number of animals or specimens to obtain a statistical
sample with a good level of significance.

X-ray fluorescence (XRF) and X-ray diffraction (XRD)
are physical analyses requiring high-technology equipment
that can be used for the study of bone and to generate data
about its mineral characteristics, such as type of ecrystals
(erystallime structure), the perfection of those crystals
(erystallinity), and their mineral content (amount of
calcium, phosphorus, and other elements). In these tests,
which are operator-independent, the so-called counting
statistics indicate that the measurement of each point has
the accuracy of 1 to 100 parts per million (ppm). which
rules out some biases associated with data collection [14].

These mineral characteristics of bone at the distraction
osteogenesis site have not been documented in the
literature. As distraction osteogenesis promotes bone
formation from the initial stages to maturity, the mineral
characteristics of bone may change. Therefore, physical
analyses may be useful in the identification of possible
changes and in the development of innovative and accurate
procedures for the analysis of changes in bone metabolism.
This study evaluated the action of LLLT on the crystalline
structure, chemical composition and crystallinity of bone at
the distraction osteogenesis site.

Materials and methods

All experimental procedures were approved by the Ethics
Research Committee of Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), Brazil. Five adult male New Zealand
rabbits {Orvetolagus cuniculus) were used, but the data from
one was excluded from analysis becanse of early union of
fracture fragments. Rabbit 1 was subjected to distraction
osteogenesis and LLLT; rabbit 2, distraction osteogenesis, but
no LLLT; rabbit 3, no distraction osteogenesis, but LLLT; and
mbbit 4, neither distmetion osteogenesis nor LLLT.

The animals that underwent distraction osteogenesis
(rabbits 1 and 2) were anesthetized with 2% xylazine
hydrochloride 1 mgkg (Anacedan™) and zolazepam hydro-
chloride plus tiletamine hydrochloride at 3 mgkg (Zoleti|®).
The right subman dibu lar area was shaved and cleaned with 4%
chlorhexidine. Sterile fields were used to isolate the opertion
area, Antibiotic prophylaxis consisted of 50 mg enrofloxacin
administered 1 h before the procedure and for the next 3 days.

4 Springer

Adfter 0.9 ml lidocaine and 2% epinephrine had been infilrated,
a3 cm incision was made on the skin ofthe lower border of the
right hemi-mandible. Careful subperiosteal dissection was
performed and the mandible was exposed. A corticotomy was
performed using drills and osteotomes, and the lower abveolar
nerve was preserved. Thedistractor (PROMM®, Porto Alegre,
Brazil) was fixed to the mandible with four 1.5 mm =35 mm
screws at a plane perpendicular to the corticotomy. The wound
was irrigated with saline solution and sutured in layers.
Distraction osteopenesis followed a latency stage of 3 days,
one daily 0.7 mm distractor activation for 7 days, and a
consolidation time of 10 days,

Rabbits 1 and 3 were given LLLT at 10 Jiem® per spot
every 48 h during consolidation, at a total dose of 50 Jiem®,
LLLT was applied with 830 nm and 40 mW gallium-
aluminum-arsenide diodes. At the end of the consolidation
stage, the animals were killed in a carbon dioxide chamber,
according to the recom dations of the Brazilian Council
for Animal Experimentation.

Physical mations were conducted at the Laboratory
of Materials and Nanosciences [Laboratério de Materiais e
Nanociéncias (LMN)] of the School of Physics, Center of
Research and Development in Physics, Technological
Center, PUCRS.

X-ray fluorescence spectroscopy

Samples were prepared for XRF in three stages:

(a) The four rabbit hemi-mandibles were dissected, re-
moved and stored in 2% ghitaraldehyde

(b) Immediately after that, the specimens were embedded
in acrylic resin for sanding and polishing

(c) For manual polishing, sequential grits (180 to 4,000)
of sandpaper were used: the sandpaper was fixed o a
glass block and was used under frrigation with unning
water

The purpose of this preparation was to obtain a polished
surface at the distraction osteogenesis site and adjacent
areas for the direct incidence of X-rays in the spectrometer.

The acrylic resin blocks containing the distraction
osteogenesis site were placed directly in the spectrometer
(XRF-1800, sequential X-ray spectrometer, Shimadzu) for
the analysis of calcium (Ca) and phosphorus (P). The
samples were measured using rhodivm Koo (Rh, X-ray
source) at 40 kV and 95 mA. To measure the Ca and P, we
used lithium fluoride (LiF) and germanium (Ge) diffraction
crystals, which specifically detect the fluorescence of each
ofthese elements (Ca and P). Procedures were performed in
vacuum at a pressure of 25 Pa, scanning speed of 8%/min, in
steps of 0.1%, and 0.75 s per step.

Measurements were made at different points along the
distraction osteogenesis vector using a millimeter grid
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(template) and along the axis of distraction in the
mandibles, starting at the point most proximal to the border
of the produced fracture (P1) and extending to the most
medial point in the newly formed bone at the osteogenesis
distraction site (P3-P5). The purpose of multiple measure-
ments was to evaluate the fluctuation of Ca and P content at
the distraction osteogenesis site. Several stages of bone
maturity were expected, because of the characteristic
gradual stretching of the distraction osteogenesis technique.
Only three to five points were measured at the distraction
osteo genesis site because small bone trregularities (medullary
spaces), found even after polishing, severely distorted the
results. Therefore, when differences between results were too
large, the point where the measurement was made was
examined under the microscope, and, if it was located in a
topographically irregular area, those values were immediately
discarded.

The values obtained for Ca and P at each point were
used to calculate Ca-to-P ratios, which were analyzed
statistically and organized in tables.

X-ray diffraction spectroscopy

After XRF data had been obtained, the specimens were cut
transversally in a microtome, and the anterior and middle
portions of the distraction osteogenesis site were separated.
A slice of newly formed bone containing cortical and
medullar portions was ground to a powder with a ceramic
mortar and pestle. For XRID analysis, the material (powder)
should be pressed in specific equipment devices. However,
because of the very small amount of material obtained, it
was necessary to produce glass plate wells that measured
6 mm in diameter and 1 mm deep. As glass plates do not
have X-ray diffraction peaks, the material obtained from
each specimen was placed in the well and pressed
satisfactorily there.

Each plass plate containing powder was analyzed by the
Xeray diffractometer (XRD Maxima 7000, Shimadau). Sam-
ples were measured using copper (Cu) ka (A=1.5406 A) at
40kV, and 30 mA. Bragg-Brentano geometry (8-26) was used
for measurements, at 30-45° scanning, 2%/min speed, 0.02%
steps, and 6 s per step. Angle scanning covered only the region
between 30° and 45° because this is the only region where
hydroxyapatite (HA) diffraction peaks are found. Total mea-
surement time for each sample was 4,500 s, which generated
excellent statistical data.

A diffractogram was obtained for each sample; peaks,
ratio of signal amplitede, and noise were identified and
compared with those of known hydroxyapatites. Similari-
ties were sought using the equipment software.

The Shimadm software uses Lorenz adjustment for the
measurement of sample crystallinity. Crystallinity is calcu-
lated according to the American Society for Testing and

Materials (ASTM) D3357 and D5758 norms, which are
used for XRD calculations of the crystallinity of zeolites, a
large group of minerals with a porous structure.

At an initial stage of the process of new bone formation,
after the reabsorption of tissues, the organism has to supply
the region with:

(&) the necessary amounts of minerals to form inorganic
tissue (Ca-to-P ratio)

(b) cell organization, to differentiste tissues (mineral
deposition)

(e} specialization of tissues, to support expected loads
{erystal linity)

The more advanced the process of bone maturation, the
greater the degree of bone organization, and, therefore, the
greater its crystallinity. Therefore, based on these assump-
tions, crystallinity indicates the degree of bone maturity.

Results
X-ray fluorescence spectroscopy

The presence of caleium and phosphoris in the samples
was determined sccording to their characteristic X-ray
emission peaks (k, and kj) detected by the spectrometer.
Figure la shows newly formed bone in distraction
osteogenesis sites, and Fig. 1b shows areas of newly
formed bone in pixels squared to the total area of
distraction osteogenesis obtained in the HE analyses.
Figure 2 shows Ca-to-P ratios according to X-ray fluores-
cence measurements for each rabbit (Table 1).

Figure 2 clearly shows that the Ca-to-P ratios were
almost constant in the rabbits that had not been subjected to
distraction osteogenesis (rabbits 3 and 4) and are within the
usual statistical variation at a Ca=to-F ratio of (.82, as found
in bone biology studies in the literature. In the mandibles of
rabbits that underwent distraction osteogenesis, however,
the action of LLLT is clear. Rabhit 2, which was not given
LLLT, showed great fluctuation of the composition of bone
matrix and evidence ofa still immature phase of osteogenesis.
With the use of LLLT (rabbit 1), there was greater
homogeneity, and the mineral composition of newly formed
bone after distraction osteogenesis was variable and changed
from the area of greatest bone maturation (P1) to the area of
most recently formed bone (P3), even inverting the Ca-to-P
ratio.

XK-ray diffraction spectroscopy
The diffractograms of all bone samples showed a similar

diffraction pattern, as shown in Fig. 3. The (002), (211),
(112) and (300) hydroxyapatite diffraction peaks were
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Fig. 1 a Histological analysis of newly formed bone in distraction osteogenesis site of a rabbit that was given LLLT (study group). HE, <100, b
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detected at the 28 angles of 25.9°, 31.8%, 32.1° and 32.9°
Those peaks were found in all samples and quantified the
bone crystallinity, as described in the Methods section.
Figure 4 shows the crystallinity values for all samples.

Discussion

Few studies in the literature have investigated distraction
osteogenesis by XRD and XRF to evaluate the quality of
newly formed bone. The results of X-ray fluorescence
spectroscopy in this study suggested a trend towards greater
mineralization in the groups that were given LLLT. The Ca-
to-P ratios of all samples were lower than expected for
known pure hydroxyapatite, but they were similar to those
expected for bone [15], which demonstrated, therefore, that
newly formed bone was detected according to its mineral
and organic portions,

The comparison of Ca-to-P ratios in rabbits 1 and 3, both
in the LLLT group, suggested that LLLT affected the mitial

Fig. 2 Ca-to-P matios caloulated

stages of osteogenesis, which is consistent with findings
reported in the literature [16, 17].

Ca and P are the basic components of hydroxyapatite
and are found in bone in the form of small crystals that may
contain impurities, such as carbonates and magnesium.
Such imperfections make bone hydroxyapatite more soluble
and promote the ion exchanges that are necessary for
homeostasis. The mineral portion of bone contains 96% of
the calcium and 85% of the phosphorus found in the human
body. The ratios between these elements determine the
mechanical properties of bone and are evidence of its
organization and maturity [18, 19].

The presence of (002), (211), (112) and (300) diffraction
peaks (Fig. 3) in all diffractograms showed that the samples
analyzed were hydroxyapatite. Noise is common in bone
measurement and may be assigned to the small amount of
material available for analysis, which precludes the prepara-
tion of a powder with minimally homogeneous granulation.
The use of larger animals, such as sheep or pigs, may be a
solution for such limitation. This problem may be overcome

by X-ray fluorescence
measurements for each rabbit,

as shown in Table 1
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Table 1 Mean Ca-to-P matics according to rabbit {n=4) (8 standard
deviation)

Rahhit no. Mean sD Minmum M inmn
Rabbit 1 098 024 0.75 1.21
Rabbit 2 053 44 0.36 125
Rabbit 3 [1k.2 3 m 0.74 097
Rabbit 4 0.51 LLEVH 0.75 [IF.31

by using mathematical calculations for adjustments, such as
the Lorentz calculations, similar to those used for crystallinity.
The shape of an XRD peak indicates the crystallinity at a
specific diffraction plane: the narrower the pesk, the more
crystalline the sample.

The crystallinity percentapes accurately indicated a
biomodulatory effect of LLLT. The comparison of bone
with the increase in the crystallinity percentage in rabbits
with and without distraction osteogenesis showed that bone
crystals were superior in size, order and perfection. The
results showed that the percentage of crystallinity of the
samples from the rabbits that had been subjected to
distraction osteogenesis and had received LLLT was close
to that of rabbits that had not undergone distraction
osteogenesis, which points to faster bone regeneration with
the use of LLLT.

Physical analyses, as previously described, were easily
perfomed and did not require any special sample preparation,
such as that required for acid attack for demineralization,
precise sectioning for slice preparation, or readings that may
be operator dependent. Therefore, the use of crystallinity to
measure the level of bone maturity is a rapid and accurate
measurement that provides a quantitative value ofthe variable
of interest.
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Fig. 4 Crystallmity of newly formed, distracted, portion of bone of all
samples

Similar crystallinity values were found for rabbits 3 and
4, which had not been subjected to distraction osteogenesis.
This finding suggested that the action of LLLT on normal,
mature, bone is not significant. The bone of the rabbit that
had undergone distraction osteogenesis and had received
LLLT was expected to progress faster to crystallinity, as in
the rabbit that had not undergone distraction osteogenesis at
later bone consolidation times.

Miller et al. [20] found an inverse association between
the number of phosphate ions (PO, ") and erystallinity. The
XRF finding that P content (presence of PO, ) was lower
in irradiated rabbits may indicate a more mature bone,
which is in agreement with the superior crystallinity found
in these animals and the irradiated group analyzed by
means of percentage of new bone formation. No other
studies using XRD analysis of bone samples were found in
the literature.

Other studies used XRD to describe the following
materials: Zyman et al. [21], ceramic calcium phosphate
implants; Hayakawa et al. [22], hydroxyapatite on the
surface of titanium implants coated with calcium phos
phate; Lobato et al. [23], «- and f-tricalcium phosphate
implants; Zhou et al. [24], titanium implant surfaces.
However, those studies used the XRD technique only to
describe characteristics of commercial materials, differenthy
from what our study focused on: the use of an accurate test
for quantitative and qualitative analyses of bone without the
influence of operator subjectivity on the results.

Increased crystallinity of the samples in this study, as
well as the histological analysis after HE staining, indicated
a better quality of newly formed bone. These findings
suggest that more mature bone may also have greater
mineral organization, which is described by the XRD
crystallinity results. The agreement between results of
histological analysis after HE staining and crystallinity
suggest the possibility of the use of XRD to measure bone
quality.
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Diversified analysis techniques for the same animal
samples were used to maximize the results of studies using
animals, and they were in agreement with the current
influence of ethics concems on research committees. Our
use of animals that were subjected to distraction osteogenesis
without LLLT =5 control groups was justified by the
systemic effect assign to the independent varisble used in
this study. Miloro et al, [25] did not take this effect into
consideration when comparing the effect of LLLT applied to
one side of the animals that underwent bilateral mandibutar
distraction osteogenesis, The other side was used as a
control, but that would limit the inference of the results,
even if positive effects of LLLT were found.

Physical analysis does not pose the risk of examiner
mfluence on results, but their inerpretation demands
knowledge and experience in the use of specific techniques.

The evalation of fluorescence spectra brings accurate
mformation about the proportion of Cato-P i bone and
indicates whether the environment i adequate for the
formation of quality bone. The evaluation of X-ray
diffractoprams  indicates whether the phases formed are
the ones that correspond to hydroxyapatite, and crystallinity
shows the maturation stage of newly formed bone.

The results of this study showed that LLLT had 2
positive effect on the percentage of newly formed bone, on
the chemical composition according to the Ca-to-P ratios,
and on the crystallinity and crystalline structure according
to the detection of hydroxyapatite phases in the distraction

osteogenesis sites.
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