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RESUMO

Introducdo: A distracdo osteogénica € um processo terapéutico para induzir
neoformacédo tecidual entre superficies 0sseas vascularizadas, por meio de uma
forca lenta e progressiva de tracdo, através de aparelhos funcionais.

Objetivos: Validar a utilizacdo dos testes de nanoindentacdo em pesquisas
com modelo experimental ndo humano, a fim de conhecer a qualidade do osso
mandibular neoformado em ovelhas submetidas a distracdo osteogénica e a terapia
a laser de baixa poténcia (LLLT), baseado nos valores de dureza e modulo de
elasticidade. Complementarmente, objetiva-se conhecer o momento mais benéfico
para irradiacdo do laser, se na fase de laténcia/ativagdo ou maturagdo. Ademais,
foram realizadas tomografias computadorizadas para avaliar a dimensao de 0sso
neoformado e verificar possiveis contracfes desse alongamento.

7

Contexto de Pesquisa: A nanobiotecnologia € um campo emergente da
ciéncia e da tecnologia que tem o potencial para transformar radicalmente, por meio
de novos conhecimentos, os critérios atualmente utilizados para conhecer a
gualidade do osso formado por distracdo osteogénica.

Materiais e Métodos: Cinco ovelhas foram utilizadas e nelas instalados
distratores extra-bucais, com intuito de neoformar 1,5 cm de osso em 60 dias de
observacao, sendo que os distratores eram removidos aos 50, 40 e 33 dias de poés-
operatério. Quatro animais foram irradiados com LLLT infravermelho (830 nm), tendo
recebido oito aplicacdes, a cada 48 horas, com trés pontos de 5J/cm? e poténcia de
50mW, em diferentes periodos terapéuticos; o quinto foi o controle, sem tratamento
LLLT. As pecas Osseas foram submetidas a testes de nanoindentacdo para aferir
moédulo de elasticidade e dureza das amostras e a tomografias computadorizadas
para avaliar a contracao 0ssea.

Resultados: A LLLT quando utilizada na fase de maturacdo do 0sso,
promoveu aumento da dureza e do moédulo de elasticidade. Por outro lado, os
animais irradiados com LLLT durante o periodo de laténcia/ativacdo apresentaram
menores valores de dureza e modulo de elasticidade. A andlise tomografica
complementar demonstrou que, nos animais com manutencao do distrator por 33
dias, ocorreu contragcdo do 0sso neoformado.

Conclusdes: A nanoindentacdo é um teste capaz de captar as minimas
alteracbes do metabolismo 6sseo e, portanto, uma importante ferramenta na afericdo
da qualidade do osso em procedimentos de distracdo osteogénica. A LLLT é mais
benéfica quando aplicada no periodo de maturacdo do 0sso, pois promove aumento
da dureza e do modulo de elasticidade. O periodo de consolidacdo 6ssea com
permanéncia do distrator deve ser de, no minimo, trés semanas, a fim de prevenir
contracédo do tecido 6sseo alongado.

Descritores'; Osteogénese por Distracdo. Terapia a Laser de Baixa Intensidade. Médulo de
Elasticidade. Testes de Dureza.

| * Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS); disponivel em http:/decs.bvs.br/







ABSTRACT

Introduction: Distraction osteogenesis is a treatment approach designed to
induce new bone formation in vascularized bone surfaces through the use of
functional devices and the application of slow and progressive traction forces.

Objectives: To validate the use of nanoindentation tests in research protocols
involving animals and to assess the quality of newly formed bone in sheep mandibles
submitted to distraction osteogenesis and low-level laser therapy (LLLT) based on
hardness and modulus of elasticity values. We also aim to determine the best
moment for the application of laser therapy, i.e., during the latency/activation or
consolidation periods, and to assess the dimensions of newly formed bone with the
use of computed tomography.

Background data: Nanobiotechnology is an emerging concept in the field of
science and technology that has a potential to radically change the criteria currently
used to assess the quality of bone formed after distraction osteogenesis.

Methods: Extraoral distraction devices were placed in five sheep so as to
achieve 1.5 cm of lengthened bone in 60 days. Distraction devices were removed 50,
40, and 33 days after surgery. Four animals were also treated with eight applications
of infra-red laser (830nm), each 48 hours, in three equidistant spots, with 5Jcm? and
50mW of potence, at different times. One was used as control (no laser therapy). The
newly formed bone was submitted to nanoindentation tests for the assessment of
hardness and modulus of elasticity and a computed tomography to bone contraction
evaluation.

Results: When applied in the bone consolidation period, LLLT caused an
increase in hardness and modulus of elasticity values. On the other hand, animals
irradiated with LLLT during the activation period presented lower values. Computed
tomography revealed that the animals using the devices for 33 days presented
contraction of the newly formed bone.

Conclusions: Nanoindentation tests were able to detect slight abnormalities
in bone metabolism and proved to be important tools for the assessment of bone
quality after distraction osteogenesis. LLLT provides increased benefits when applied
during the bone consolidation period, once it promotes an increase in hardness and
modulus of elasticity values. The bone consolidation period should be of at least 3
weeks, so as to prevent bone contraction.

Descriptorsz: Distraction Osteogenesis. Low-Level Laser Therapy. Elastic Modulus.
Hardness Tests.

2 Medical Subject Headings (MeSH), disponivel em http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html
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1 INTRODUCAO

O tratamento de deformidades faciais €, ainda nos dias de hoje, um desafio a
equipe cirargica, sendo que muitas vezes o0s resultados obtidos ndo séo
satisfatorios. Nesse sentido, h4 uma continua preocupacado dos pesquisadores com
o desenvolvimento de novas formas de terapéutica e tratamento dessas
deformidades (PETZOLD, 1999).

A distracédo osteogénica (DO) € uma alternativa emergente nas reconstrucdes
Osseas faciais, podendo ser empregada nos casos de deformidades congénitas,
traumas, apés cirurgias oncologicas e nas reabilitagdes bucomaxilofaciais com
implantes osseointegrados. A DO utiliza aparelhos distratores implantados,
externamente ou justadsseos, com a finalidade de permitir crescimento 6sseo em
local deformado, estimulando os mecanismos reparadores do préprio organismo
para reconstrucdo de tecidos moles e duros (MOFID et al.,, 2001; MEHRA e
FIGUEROA, 2008). Porém, a estabilidade a longo prazo dos resultados obtidos pela
DO ainda nao esta bem documentada, existindo relatos de instabilidade e recidivas.
Além disso, devido ao tempo de maturacéo 6ssea exigido para remocao do distrator,
esta técnica pode gerar grande desconforto ao paciente, levando muitos autores a
procurarem solucdes para acelerar o processo de maturacdo 6ssea e melhorar as
propriedades fisicas do sitio 6sseo alongado (STEWART et al., 1999; DOUGLAS et
al., 2000; FARHADIEH et al., 2000; HAGIWARA e BELL, 2000; SHIMAZAKI et al.,
2000).

A utilizacdo da LLLT (Low Level Laser Therapy) tem empregado faixas do
espectro de luz visivel e infravermelha para melhorar o processo de cicatrizacéo,
pelas suas qualidades de estimulo a vascularizacao, a proliferacao de fibroblastos e
a deposicao de colageno (MESTER et al., 1985; FONNOF, 2002; FREDDO et al.
2009). Estuda-se a utilizagdo da LLLT na biomodulacédo do processo inflamatério e
do reparo 6sseo, por suas propriedades fotoquimicas e fotobiolégicas que
proporcionam maior neoformacdo e maior rapidez na cicatrizacdo 6ssea, menor
desconforto pdés-operatorio, menor quadro de edema poés-cirdrgico e melhor
cicatrizacdo tecidual ao paciente submetido a cirurgia (TAKEDA, 1988; WEBER et
al., 2006; ANGELETTI et al., 2010).
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A neoformacdo Ossea pode ser avaliada por meio de varios tipos de testes
qgue diferem em complexidade e acuracia. A nanodureza revela as propriedades
fisicas como: dureza, médulo de elasticidade aparente, deformidades e diferencas
residuais nas areas analisadas (LIM e CHAUDHRI, 1999).

Andlises mecanicas e fisicas podem ser Uteis na identificacdo da qualidade da
neoformacdo 6ssea e nas mudancas no metabolismo dessa formacdo. O objetivo
desta pesquisa € validar a utilizacdo dos testes de nanoindentacdo em pesquisas
com modelo experimental ndo humano, a fim de conhecer a qualidade do osso
mandibular neoformado em ovelhas submetidas a distracdo osteogénica e LLLT,
com base nos valores de dureza e médulo de elasticidade. Complementarmente,
objetiva-se conhecer o momento mais benéfico para irradiacao da LLLT, se na fase
de laténcia/ativacdo ou maturacdo. Ademais, foram realizadas tomografias
computadorizadas para avaliar a dimensao de osso neoformado e verificar possiveis

contracdes desse alongamento.
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2 REVISTA DE LITERATURA

2.1 Distracao Osteogénica

A distracdo osteogénica (DO) tem inicio com técnicas antigas de
reposicionamento e estabilizacdo 6ssea de fraturas, usadas inclusive por Hipdcrates.
A DO foi inicialmente introduzida, para reconstruir e alongar 0ssos longos por
Codivilla, em 1905. Em 1927, Abbott foi o primeiro a utilizar a DO para alongamento
da tibia e nesse estudo fez referéncia a necessidade de um periodo de laténcia de
sete a 10 dias. Sua técnica ndo obteve grande aceitacdo clinica em decorréncia da
grande morbidade e de complicagcdes como infec¢des, edema local, necrose de pele
e calcificacdo imprevisivel nas zonas expandidas (SAMCHUKOQV et al., 1999). Em
cirurgias bucomaxilofaciais, Snyder et al. (1973) divulgaram o primeiro relato da
utilizacdo de distracao osteogénica na face, em um estudo utilizando mandibulas de

caes.

Todavia, foi a partir de 1989, que os estudos e testes clinicos de Gauvril
lizarov, aperfeicoaram a técnica da distracdo osteogénica e constituiram um
verdadeiro marco na evolugcdo, difusdo e sedimentacdo da DO. Sé&o trés
experimentos principais que embasaram a técnica (ILIZAROV, 1989a, 1989b, 1990).
Nos trés estudos, sempre empregando tibia de cées, llizarov avaliou algumas
variaveis e observou a sua interferéncia no processo de neoformacao Ossea. As
conclusbes de suas pesquisas foram: (a) quanto mais rigida a fixacdo e mais
preservadas as estruturas de aporte sanguineo e celular, com minima lesdo do
periosteo e enddsteo, maior sera o potencial osteogénico; (b) o ritmo de ativacdo
superior a 1,5 mm/dia, tende a formar tecido ostedide; (c) os casos com lesdao da
medular éssea, formou-se tecido necrético; (d) a decorticalizacdo parcial ou total ndo
interfere na recorticalizacdo do segmento 0sseo alongado; (e) 1mm/dia de ativacdo
apresentou-se bem-tolerado, sem que houvesse unido precoce; (f) a osteogénese

ocorreu mais rapidamente a medida que a frequéncia de ativacbes aumentava.

A partir de 1992, a técnica vem sendo aplicada em microssomia hemifacial

(McCarthy et al., 1992), micrognatia (Molina e Monasterio, 1995), deformidades
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craniofaciais, e reparo de defeitos sseos segmentares da mandibula (TOTH et al.,
1998). Atualmente, a distracdo osteogénica tem sido aplicada em cirurgias de
expansao de palato, alongamento de sinfise mandibular, correcdo de defeitos faciais
congeénitos, pacientes portadores de fendas palatais, correcdo dos defeitos de
continuidade mandibular, reconstru¢cées mandibulares apés resseccéo de tumores e
utilizada previamente a instalacdo de implantes osseointegrados como alternativa
aos enxertos 6sseos (BLOCK et al., 1998 e URBANI et al., 1999).

Neste contexto, a DO apresenta-se como uma alternativa promissora e cada
vez mais sedimentada em reconstru¢cdes Osseas faciais (SAMCHUKOV, 1999;
MOFID et al., 2001).

A distracao osteogénica é um processo que envolve a formacao de um 0sso
novo, entre superficies 6sseas vascularizadas, ap0s osteotomia ou corticotomia, por
meio de aparelhos funcionais (WATZEK et al., 2000). Por intermédio da osteotomia,
seguida por movimentos lentos, promovidos pelo aparelho, o “gap” € inicialmente
preenchido por um calo 6sseo, que é substituido por tecido ésseo (GAGGL et al.,
1999).

Outro conceito bastante aceito na literatura € o de que a distracdo
osteogénica € um método desenvolvido para induzir neoformacéo tecidual entre dois
segmentos de um 0sso, por meio de uma forca lenta e progressiva de tracdo. Pode
ser classificada em dois tipos basicos: a distracdo fiseal, que envolve a separacdo
da epifise e da diafise de um osso longo, e a calotase, que consiste na distensao
gradual de um calo 6sseo formado ao redor de uma linha de fratura ou osteotomia,
estimulando e mantendo a regeneracao e a atividade de crescimento dos tecidos
adjacentes duros e moles (MEYER et al., 2001).

Assim, a técnica da DO é dividida em trés periodos distintos. No primeiro ndo
h&a afastamento dos cotos 0sseos, no entanto inicia o processo reparacional
(formacao de um calo ésseo imaturo), este o qual é chamado de periodo de laténcia
(entre zero e sete dias). Segue-se o periodo de ativacao (teoricamente sem limite de
tempo), quando os cotos Gsseos sdo afastados gradativamente, pela ativacdo do
aparelho distrator, até a correcdo da deformidade. Finalmente, ha o periodo de
maturacdo Ossea, também denominado periodo de consolidacdo (trés a sete
semanas), quando o aparelho distrator para de ser ativado, funcionando apenas

como mecanismo de fixacao rigida, a fim de que o calo sseo imaturo seja mantido
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imobilizado para ocorrer ossificagdo e remodelacdo 6ssea. Somente ao final de tal
periodo o aparelho distrator pode ser removido (TAVAKOLI et al., 1998).

Ja Nacdo (2002) classifica a distracdo osteogénica em quatro estagios clinicos:

« Osteotomia - ocorre a osteoclastia; maxima preservacéo do periésteo e do
endosteo para assegurar 0 suprimento sanguineo do calo 6sseo inicial que

terd um importante papel osteogénico no processo de distracao.

o Periodo de laténcia - formacgao do calo reparador; regeneracao dos tecidos
moles, periésteo, vasos sanguineos e a proliferacdo de células
osteogénicas.

e Distracdo - indugdo mecanica da formacdo do novo 0sso pela separacao
gradual dos segmentos da osteotomia; esta tracdo deve promover
estimulos adequados para que as células do peridsteo sejam capazes de

diferenciarem-se em células com potencial osteogénico.

« Consolidacdo - o aparelho é mantido em fixacdo para que ocorra a
consolidacdo do segmento entre as extremidades da osteotomia.

As vantagens da DO incluem a formacdo de 0sso sem a necessidade de
enxerto e, portanto, de uma area doadora; ndo ha limite para a quantidade de ganho
tecidual, além dos tecidos moles acompanharem o crescimento. Por outro lado, suas
desvantagens incluem um periodo de tratamento mais longo, o risco de infeccao é
maior, h& necessidade de um aparelho distrator adequado e o custo do tratamento
passa a ser mais elevado (ODA et al., 1998; NOSAKA et al., 2000).

Diversas pesquisas clinicas e cientificas foram realizadas com o objetivo de
aperfeicoar as técnicas da DO, os aparelhos distratores, os vetores de distracéo,
ampliando as indicacdes e melhorando o prognéstico e as condicdes dos pacientes
operados. Nesse contexto, ensaios clinicos utilizando a DO demonstram com
sucesso a sua utilizacdo nas mais severas reconstrucdes maxilomandibulares,
inclusive com associacbes de técnicas de enxerto ésseo autdgeno (BLOCK e
BAUGHMAN, 2005; RAINER e CHIARI, 2005).

Porém, apesar da utilizacdo cada vez mais difundida, a DO ainda necessita
de aprimoramentos, pois pode trazer grande desconforto ao paciente, especialmente

guando utilizados aparelhos distratores externos, que podem induzir infec¢bes de
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superficie, parestesias, cicatrizes hipertréficas e dificuldade de convivio social
(DINER et al., 1996).

Diante disso, Diner et al. (1996), desenvolveram um distrator interno e
aplicaram em uma paciente com microssomia hemifacial. O acesso cirurgico para a
instalacdo do distrator foi intrabucal e a ativacao feita por meio de uma haste flexivel
transmucosa. A paciente foi reabilitada adequadamente embora os resultados a

longo prazo necessitassem de maior acompanhamento.

Os mesmos autores, dando continuidade aos estudos com distratores
internos, trataram nove casos de deformidades faciais com tais distratores, sendo
um deles bilateral, objetivando o alongamento do ramo mandibular. O protocolo
utilizado apresentou um periodo de laténcia de quatro dias, com ritmo de 1mm
diario, em uma Unica ativacdo. O proéprio distrator funcionou como meio de fixacdo
por um periodo médio de 22 dias (15 a 35 dias). Os parametros de avaliacdo foram
exclusivamente clinicos, sendo possivel observar melhora na estética facial, muito
mais pela nova situacdo da base 6ssea do que pelo desenvolvimento de tecidos
moles. O posicionamento do distrator entre o periésteo e o calo ésseo produzido
cirurgicamente ndo apresentou inconvenientes a maturacdo do 0sso neoformado
(DINER et al., 1997).

Para avaliacdo, frente ao processo de alongamento, das alteracdes
musculares no musculo masseter e no digastrico, Fisher et al. (1997), realizaram DO
no angulo mandibular direito de 10 cédes. Os animais foram aleatoriamente divididos
em quatro grupos de acordo com a época da morte. Um animal foi morto com trés
dias ap6s o inicio do alongamento, trés foram mortos com 11 dias de alongamento,
outros trés caes ap06s 20 dias de alongamento e 20 dias de contencdao; finalmente,
trés espécimes foram mortos apés 20 dias de alongamento e mais 48 dias de
contencdo. O grupo controle foi composto a partir da coleta aleatoria de amostras
contralaterais de seis animais. Houve boa tolerancia ao procedimento apesar da
maloclusdo causada pelo desvio mandibular. Os autores observaram que o musculo
submetido ao alongamento apresentava sinais precoces de atrofia, nos primeiros
dias de alongamento, seguido por periodo misto entre atrofia e hipertrofia das fibras
musculares, culminando com a regeneracdo do tecido. No masseter, por estar

posicionado perpendicularmente ao vetor do alongamento mandibular, as mesmas
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alteracbes puderam ser vistas ap0s um estagio mais avancado de alongamento

mandibular.

Weil et al. (1997) realizaram a técnica da DO para correcdo de deficiéncia
transversa em mandibula de nove pacientes. Os pesquisadores adotaram um
protocolo com quatro e cinco dias de laténcia, um ritmo diario de 0,75mm em trés
ativacbes e, um periodo de contencdo de trés meses. Ndo houve intercorréncias
frente a utilizacdo desta técnica. Trés dos nove pacientes apresentaram unido
precoce dos cotos devido a falhas nos aparelhos distratores e, um paciente
apresentou unido precoce provavelmente em decorréncia do ritmo adotado das

ativacoes.

Um ponto fundamental na técnica da DO, é conhecer o melhor momento da
remocao do aparelho distrator. Para tanto, Reichel et al. (1998) buscaram determinar
guais métodos de mensuracao, da densidade Gssea, sao Uteis na monitorizacdo da
estabilidade biomecéanica antes da remocdo dos fixadores externos em 0SS0S
submetidos a alongamento 6sseo. Com esse objetivo, eles utilizaram 24 ovelhas,
gue foram submetidas ao alongamento da tibia esquerda por um aparelho externo
com seis pinos. O protocolo de ativacdo respeitou um periodo de laténcia de sete
dias e duas ativacOes diarias de 0,5mm acompanhadas por avaliacdo radiogréafica
semanal durante 30 dias. A densidade 6ssea de cada zona alongada e, também, de
cada tibia contralateral foi avaliada utilizando densitometria 6ssea (DEXA) e
tomografias computadorizadas. Além disso, as amostras foram submetidas a testes
mecanicos, com forca de tracdo de 5N a 75N e torcdo. Pelos resultados
radiograficos e tomograficos obtidos, os pesquisadores concluiram que a
calcificacdo da zona alongada apresentou-se de forma semelhante a consolidacdo
de fraturas. A densidade déssea superior a 70% em comparacdo ao lado controle
elimina o risco de fratura e, € alcancado na oitava semana pds-distracdo. Ao
concluirem, os autores afirmaram que os dois métodos de avaliacdo utilizados eram
importantes e, quando o DEXA sugerir uma densidade de 70% ou superior, ou a
tomografia computadorizada quantitativa sugerir 60% ou mais, pode-se afastar o

risco de fraturas.

O periodo de laténcia que compreende a primeira fase na técnica da distracdo
osteogénica, e que pode perdurar por até sete dias do tempo global do tratamento,
também, tem sido alvo de investigacado para a reducao no tempo de tratamento.
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No intuito de realizar um estudo especifico para alongamento 0sseo em
mandibula e determinar a necessidade do periodo de laténcia na regido maxilofacial,
os pesquisadores utilizaram 22 ovelhas, sendo quatro do grupo controle, o qual néo
sofreu alongamento, e as restantes divididas em trés grupos experimentais. Foi
realizado o protocolo da distracdo osteogénica bilateralmente no corpo mandibular
para avanco da sinfise. No grupo “A”, a distracao iniciou-se no pos-operatorio
imediato, no grupo “B”, foi instituido um periodo de laténcia de quatro dias e, para o
grupo “C”, sete dias. Os resultados da analise biomecéanica, 20 dias ap6s a
distracdo, revelaram uma diferenca estatistica altamente significativa em carga
maxima e de dureza entre o grupo experimental e o controle, sendo o Ultimo mais
forte. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. Os
autores concluiram que diferencas na fase de laténcia desde o poOs-operatério
imediato até sete dias ndo alteram as caracteristicas histolégicas, as propriedades

biomecéanicas nem a densidade 6ssea do tecido alongado (TAVAKOLI et al., 1998).

McTavish et al. (2000), estudaram, em mandibulas de ovelhas, a estabilidade
a longo prazo do alongamento dsseo. Utilizaram microparafusos de titanio fixados no
momento da instalacdo do aparelho distrator, os quais serviram de referéncia na
manutencdo do alongamento obtido. Ap6s o periodo de 45 dias (5+20+20),
necessarios para o alongamento, consolidacdo 0ssea e remocdo dos aparelhos
distratores, os espécimes foram avaliados radiograficamente a cada trés meses até
que se completasse um ano. Apés a morte, as mandibulas foram removidas e a
distancia entre os parafusos marcadores, obtida diretamente, além da anélise
radiogréfica, microscopica e ensaio biomecénico. Ao final do estudo, mesmo com
diferentes periodos de observacao, ndo foi encontrado nenhum grau de recidiva em

gualquer dos animais.

No mesmo sentido, Douglas et al. (2000), utilizaram a distracdo osteogénica
para tratar sequelas em uma paciente de 16 anos que teve anquilose
temporomandibular. Para a redugdo da sobressaliéncia de 16mm foram necessarios
21 dias de alongamento, ndo havendo complicacdes neurolégicas (nervo alveolar
inferior), infecciosas ou de posicionamento dentario. Neste caso clinico, os autores
acrescentaram marcadores metédlicos a face lateral da mandibula que permitiram
acompanhar a estabilidade ao longo de um ano apés a remoc¢do do aparelho. Foi

observada uma recidiva de 2,5mm de cada lado entre o més nove e ao final de um
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ano da remocao do aparelho. Mesmo com o grau de recidiva observado, o resultado

clinico alcancado foi exitoso e os autores consideraram a técnica encorajadora.

No entanto, os ganhos adicionais com a DO apontados por outros autores
nao foram observados por Marquez et al. (2000). Em seu relato, um menino de 7
anos, portador de microssomia hemifacial foi tratado com alongamento mandibular e,
por meio da proservacdo cefalométrica, durante dois anos. Os autores observaram
gue o tratamento ndo foi capaz de estimular o desenvolvimento de tecidos moles
associados, como afirmaram outros autores, mantendo e até mesmo evidenciando a
deficiéncia dos mesmos. Os resultados obtidos pelo alongamento do ramo
mandibular ndo se mostraram estaveis ao final de dois anos, apresentando um
guadro de recidiva, ndo ocorréncia da compensacao e ndo desenvolvimento dos

tecidos moles no surto de crescimento seguinte, como era esperado.

Consolo et al. (2000), estudaram o processo 6sseo para aperfeicoar a
reabilitacdo implanto-protética. Para tanto, a técnica de distracdo osteogénica foi
aplicada a sete pacientes com deformidades de crista alveolar, para obter o aumento
0sseo desejado. Foram realizadas avaliagdes clinicas e radiolégicas durante 12
semanas, antes da instalacdo dos implantes, biépsias com 40, 60, e 88 dias, assim
como micro-radiografias foram analisadas para avaliar o volume ésseo trabecular.
Os resultados mostraram uma condicdo firme do processo de deposicdo éssea 60
dias apdés o final da distracdo. Estes resultados sugeriram a possibilidade de
instalacdo de implantes para evitar perda 6ssea devido a carga mecanica.

Em 2001, em uma das maiores revisbes sobre distracdo osteogénica
publicados em cirurgia craniomaxilofacial, Mofid et al. realizaram um balango quanto
aos resultados obtidos, técnica cirdrgica, manejo pos-operatério e principais
complicacdes encontradas. Um questionario de quatro paginas foi encaminhado a
2476 membros da American Society of Maxillofacial Surgeons e da American Cleft
Palate-Craniofacial Association, além dos principais autores de artigos sobre DO nos
ultimos cinco anos. Entre os formularios retornados, aplicados os critérios de
exclusdo, restaram 145 somando-se o total de 3278 casos. O indice de satisfacéo
guanto aos resultados obtidos chegou a 93% nos casos de deficiéncias unilaterais
de mandibula. Cerca de 35% apresentou algum tipo de complicagéo. A recidiva foi
observada tanto em casos do terco médio como em mandibulas e os cirurgibes que

a notaram referem sua ocorréncia nos primeiros seis meses ap6s o final do
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alongamento. Como a recidiva e a maloclusdo n&o foram consideradas
complicagdes pelos entrevistados, estas se resumiram a lesdes em estruturas vitais
6,2%, infeccbes e osteomielites que acometeram 9,5% dos casos, e falhas na
técnica (queda de distrator, dor, unido prematura) com 15% de incidéncia. Os
autores observaram n&do haver diferenca na prevaléncia de pseudoartroses ou
consolidacdo prematura com ou sem um periodo de laténcia, sendo que a sua
eliminacdo poderia ser utilizada na reducao do tempo global de tratamento. Notaram
que aqueles que utilizaram um ritmo de alongamento de 2mm diérios apresentaram
um aumento significativo de lesGes ao nervo alveolar inferior e, finalmente, que a
frequéncia de ativacbes, desde que mantido um ritmo diario de 1mm, ndo interfere
na incidéncia de unido fibrosa podendo, portanto, ser restringida a uma ativacéo

diaria para maior adeséo dos pacientes ao tratamento.

Enislidis et al. (2005) realizaram um estudo retrospectivo das principais
complicacdes da distracdo osteogénica para ganhos verticais de mandibula.
Quarenta e cinco cirurgias foram realizadas em 37 pacientes durante 1999 e 2003
para ganho ésseo e posterior reabilitacdo implanto-protética. Cerca de 75% dos
pacientes desenvolveram algum tipo de complicacdo relacionada a técnica de
alongamento. As principais complicacbes encontradas foram deiscéncia,
hipoestesia, dor, fratura e instabilidade de distratores, infec¢bes e até fratura do 0sso
basal. Com esse estudo os autores concluiram que a técnica da distracdo
osteogénica € bastante complexa, porém pode ser utilizada com sucesso para obter

ganhos 6sseos e possibilitar a reabilitacdo com implantes osteointegraveis.

Hubler et al. (2010) em um estudo utilizando testes fisicos de XRD e XRF,
avaliaram o efeito da LLLT na composi¢cdo quimica e estrutura cristalina do tecido
0sseo formado apds a distracdo osteogénica. Cinco coelhos apo6s sofrerem um
alongamento 6sseo de 4,9mm foram irradiados com laser AsGaAl (830nm, 10J/cm?,
40 mW). Os autores concluiram que a LLLT tem um efeito positivo sobre a
neoformacgdo 6ssea, ja que houve uma maior mineralizagdo nos grupos irradiados
pela LLLT que se traduziu num aumento dos niveis de Célcio e Fosforo. Ademais, a
estrutura cristalina era compativel com hidroxiapatita e sua porcentagem foi maior

nos grupos irradiados.
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2.2 Osteogénese

O tecido 6sseo € o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para
as partes moles e protege 6rgaos vitais, como 0s contidos nas caixas craniana e
toracica. Além do mais, aloja e protege a medula 6ssea, formadora das células do
sangue, proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas
contrac6es em movimentos Uteis, e constitui um sistema de alavancas que amplia as
forcas geradas na contracdo muscular (CARNEIRO e JUNQUEIRA, 2008).

O tecido 6sseo é um tecido mineralizado, de natureza conjuntiva, capaz de
reparagdo quando lesado, sofre remodelagdo e cresce, demonstrando sua
vitalidade. O processo pelo qual esse tecido é formado denomina-se ossificacdo ou
osteogénese, podendo ser originado de duas formas: a ossificacdo
intramembranosa, atualmente também conhecida como endoconjuntiva e a
ossificacdo endocondral (KATCHBURIAN e ARANA, 2004).

A ossificagdo intramembranosa ou endoconjuntiva € responsavel pelo
desenvolvimento dos ossos chatos, especialmente aqueles que se encontram no
cranio e na face e ocorre das extremidades para o centro. Ela ocorre no interior de
uma membrana de tecido conjuntivo. Inicialmente, o tecido conjuntivo
mesenquimatico torna-se bastante vascularizado e os grupos de osteoblastos que ai
se diferenciam formam o ostebide, que é a matriz colagena descalcificada. A
calcificacdo da matriz d4 origem a zonas ou pontos de ossificacdo e as células ai
aprisionadas séo agora ostedcitos. Resultam assim laminas Osseas irregulares que
aos poucos crescem e se fundem (CARNEIRO e JUNQUEIRA, 2008).

A ossificagdo endocondral acontece quando as células mesodérmicas
transformam-se em células produtoras de cartilagem, antes do inicio da formacao do
0sso0. E um processo muito mais lento que a intramembranosa e ocorre na maioria
das partes do esqueleto, principalmente nos ossos longos. Ocorre utilizando uma
peca de cartilagem hialina como molde. Os condrécitos hipertrofiam-se, a matriz
cartilaginosa é reduzida e mineralizada, os condrécitos morrem por apoptose e as
cavidades deixadas pelos condrécitos sdo invadidas por capilares sanguineos e
células osteogénicas provenientes do tecido conjuntivo adjacente. Estas células
osteogénicas formam osteoblastos que produzem a matriz 6ssea sobre os restos de
cartilagem hialina calcificada (CARNEIRO e JUNQUEIRA, 2008).
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O processo da cicatrizacdo Ossea pode ser dividido em trés eventos
biolégicos: a fase inflamatoéria, a reparativa e a fase remodeladora. A primeira etapa
€ caracterizada pela formacéo do coagulo, a segunda pela constru¢éo do calo 6sseo
e a terceira é a remodelacdo e a formacdo de um novo tecido ésseo de forma
lamelar (COWIN, 2001).

Quando acontecem as fraturas ésseas, como € o caso da DO, os vasos
sanguineos sdo rompidos e uma hemorragia local preenche a zona da leséo,
resultando na formag¢do de um coagulo sanguineo. Ao mesmo tempo plaquetas
desgranuladas e células inflamatérias migratérias liberam PDGF, TGF-3 FGF e IL-1
e IL-6, os quais ativam as células osteoprogenitoras no periésteo e na cavidade
medular, estimulando a atividade osteoclastica e osteoblastica. As primeiras células
presentes sdo progenitoras pluripotentes chamadas de células-tronco mesenquimais
gue possivelmente se originam do periésteo, do endésteo, da medula 6ssea, do
endotélio vascular. As células osteoprogenitoras, que estdo mais proximo da fratura
e sao supridas por uma rede de capilares, diferenciam-se em osteoblastos e
comecam a secretar a matriz éssea, diferenciacdo essa que aparenta ser ativada
pelas BMPs — Bone Morphogenetic Protein (ANDIA et al., 2006).

Na DO, a medida que o0 0sso se afasta, a area central separada torna-se uma
area de grande atividade celular e suprimento sanguineo. Na por¢do regenerada
existem fibroblastos que produzem colageno, que, por sua vez, age como suporte
para o desenvolvimento de ostedides. Estes ostebides dispdem-se em colunas
paralelas ao longo da direcdo da distracdo, entre as extremidades 4sseas e a porcao
central regenerada. O osso produzido é menos denso e de menor volume, em
relacdo ao osso original, mas acredita-se que seja de igual potencial de crescimento
(MATTICK, 2000).

Na distracdo osteogénica, muitos autores creem que a neoformacdo O6ssea é
produto tanto da ossificacdo intramembranosa como endocondral, pois as células
osteoprogenitoras que se encontram no meio da massa em proliferacdo possuem
um suprimento sanguineo inadequado, transformando-se em condroblastos pela
baixa tensdo de oxigénio. Tais células produzirdo cartilagem que acabard sendo
substituida por osso primario formado pela ossificacdo endocondral. A ossificacdo
intramembranosa € responsavel pelo primeiro osso produzido junto ao tecido lesado.

Durante o processo de remodelacdo o tecido 6sseo primario € substituido pelo
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secundario, reforcando ainda mais a zona de reparacdo de fratura (COTRAN et al.,
2000; COWIN, 2001).

Komuro et al. (1994) avaliaram a osteogénese ap6s distracdo osteogénica em
mandibulas de coelhos. Os achados histolégicos observados demonstraram um
padrdo de ossificacdo variavel entre intramembranosa e endocondral convergido
para a formacgéo de osso maduro indistinguivel do osso normal adjacente, embora as
areas de cartilagem ndo se apresentassem ordenadas como no disco epifisario.
Imagens radiograficas obtidas ao final do periodo de alongamento e apols seis
semanas de consolidacdo demonstraram uma disposicdo em zonas na regido do
alongamento, sendo uma faixa radiollcida central, que tende a diminuir com o tempo
de consolidacéo, e duas areas de menor grau de mineralizacéo vizinhas e passiveis

de diferenciacdo do 0sso normal.

Recentemente, grandes avancos cientificos sobre a fisiologia 6ssea foram
possiveis a partir dos estudos no campo da Biologia Molecular. Dessa forma, foi
possivel estudar e identificar, em nivel molecular, os diversos fatores e enzimas
envolvidas no processo de reparo 6sseo. Como exemplo, pode-se citar as proteinas
morfogenéticas dsseas, que sdo fatores indutores da formacéo dssea pertencentes
a grande familia dos fatores de crescimento (ANDIA et al., 2006).

Hamdy et al. (2003) também investigaram se uma Unica injecao local de BMP-
7 (Osteogenic protein 1 ou OP-1) sobre a zona de distracdo, no inicio da fase de
consolidacao, poderia acelerar a regeneracdo do 0sso. O experimento foi realizado
em tibias de coelhos seguindo um protocolo de sete dias de laténcia, distracdo de
0,25mm/12 horas por trés semanas, seguida de injecdo de OP-1 em quatro
dosagens (zero, 80, 800 ou 2000 pg). Apés trés semanas de consolidacdo, os
animais foram mortos e o0s espécimes submetidos a andlises histoldgicas,
densitométrica, imunohistoquimica e biomecénicas. Os testes ndo demonstraram
diferencgas significativas entre nenhum dos grupos. Possivelmente, as OP- 1 sdo
mais Uteis quando aplicados em fases precoces da distracdo. Em todo o processo
de regeneracdo O0ssea apoés aplicacdo de forcas de tragcdo como no caso da DO, o
periosteo € o grande responsavel pela osteogénese, pois contém células com o
potencial se diferenciar em osteoblastos.
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2.3 Terapia a Laser (LLLT)

A biomodulacéo pela terapia a laser tem sido atribuido o aumento dos efeitos
biolégicos, como o crescimento epitelial e fibroblastico, a estimulacdo da sintese de
colageno, o aumento da capacidade de fagocitose e liberacdo de endorfina,
resultando na producao de efeitos terapéuticos analgésicos, antiinflamatérios e
reparador tecidual (MESTER et al., 1985).

Os lasers de GaAlAs sdo muito utilizados na biomodula¢do. A composic¢ao do
cristal semicondutor de luz pode variar consideravelmente. Dependendo da
porcentagem de cada substancia utilizada, o comprimento de onda da luz emitida
pode variar de A= 660nm a A= 940mm. Os mais utilizados sdo os lasers com
comprimento de onda de A= 820nmm a A= 830mm (infravermelhos) e A= 670mm
(vermelho), os quais emitem radiacdo tanto no modo continuo quanto no pulsado
(MESTER et al., 1985).

Para Catdo (2004), a LLLT deve seguir os seguintes parametros: escolha do
comprimento de onda, densidade de energia (DE), densidade de poténcia, tipo de
regime de operacdo do laser, frequéncia do pulso, nimero de sessbes e
caracteristicas Opticas do tecido, como os coeficientes de absor¢ao e espalhamento.

Em 1989, Karu afirmou que a LLLT atua na estimulacdo da reparacdo
tecidual, melhorando a regeneracdo e a cicatrizacdo de tecidos por meio da
promocgdo da proliferacdo celular, da aceleragdo na formacdo de tecidos de
granulacdo, do aumento da sintese de ATP (adenosina trifosfato) e do estimulo na
sintese do colageno, com formacéao das fibras procolagenas tipos | e Il

O processo de reparo das feridas pode ser dividido em trés fases: celular,
proliferativa e remodeladora. A maior parte dos relatos sobre bioestimulacdo da
LLLT sugerem que os efeitos mais importantes ocorrem na fase de proliferacéo, pois
especialistas acreditam que o processo de metabolismo celular acentua-se devido a
fotorrecepcao mitocondrial pela luz monocromética, sugerindo que o laser aumenta o
metabolismo respiratério de certas células e, assim, modifica as propriedades
eletrofisiolégicas da célula (MEYERS, 1990; PINHEIRO e GERBI, 2006).

Segundo Tiphlova e Karu (1987), a cadeia respiratéria mitocondrial € um

sistema dinamico unitario, responsavel pela absorcdo da energia laser em um
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determinado ponto, promovendo transformacfes em toda a cadeia respiratéria
celular e em todo o estado metabdlico celular. A absorcdo da luz por componentes
da cadeia respiratéria — flavina desidrogenase, citocromo e citocromo oxidase —
provoca uma ativacdo da cadeia respiratéria, o que, por sua vez, ocasiona
alteracoes em ambos os potenciais de acdo das membranas mitocondrial e
citoplasmatica.

O numero de mitocéndrias de uma célula varia de acordo com a demanda de
energia necessaria para seu funcionamento. A matriz mitocondrial possui enzimas
essenciais para as reacdes utilizadas na geracdo de energia e com particulas de
sintese de ATP. A LLLT pode liberar a energia armazenada na forma de ATP,
aumentar a sua sintese ou converté-la em ADP - adenosina difosfato (TAKEDA,
1988).

A literatura consultada sobre o assunto também afirma que a LLLT promove o
aumento na concentracdo das beta-endorfinas e, consequentemente, desencadeia
efeito analgésico. A LLLT também promove a liberacdo dos mastocitos, aumentando
a concentragcdo de histamina, provoca vasodilatagdo, com aumento da
permeabilidade vascular, além de atuar nas prostaglandinas, inibindo e bloqueando
a acao da enzima cicloxigenase e na ativacao dos linfécitos, promovendo, assim,
efeito antiinflamatorio (MESTER et al., 1985; CATAO, 2004; RODRIGO et al., 2009).

Mais recentemente, tem sido demonstrado que a LLLT acelera a regeneracéo
de feridas, tanto de tecidos moles quanto de duros, estimulando fibroblastos, tecidos
especializados e endotélio vascular, entre outros. Portanto, a LLLT tem a
capacidade de biomodular e acelerar o processo de reparo, ativando a proliferacéo
celular e a vascularizacdo de tecidos lesados. Esta biomodulagdo parece estar
associada ao potencial do laser em aumentar a respiracdo mitocondrial e a sintese
de adenosina trifosfato (PRETEL et al., 2007).

Mester et al. (1985), revisaram todos 0s seus experimentos publicados, bem
como do uso clinico da LLLT. Esses pesquisadores iniciaram a utilizacdo do laser
em humanos na década de 1970, tratando Ulceras de dificil cicatrizagdo, bem como
aquelas que ndo reparavam, com a densidade de energia aproximada de 4J/cm?. Os
autores recomendam a LLLT, baseados tanto no acompanhamento de mais de 1100

casos publicados, em que aproximadamente 90% tiveram resposta positiva ao
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reparo, quanto pelos estudos efetivados que avaliaram a modulacdo do processo

inflamatério e do reparo tecidual em animais.

Takeda (1988) analisou histologicamente o efeito da LLLT na cicatrizagcdo
inicial do alvéolo apds extracdo dos primeiros molares superiores direitos em ratos
Wistar. Os alvéolos foram irradiados imediatamente apds a exodontia, no grupo
experimental, durante cinco minutos com um laser semicondutor de GaAs, com
comprimento de onda de A = 904nm, densidade de poténcia de 25mW/cm? e
densidade de energia de 20J/cm?. Animais nao-irradiados integraram o grupo
controle. Os resultados demonstraram que a irradiacdo com LLLT teve um efeito

benéfico na cicatrizacao inicial do alvéolo dentario.

A radiacdo com LLLT tem sido apontada como responsavel pela
biomodulacédo na cicatrizacdo de fraturas ésseas em modelos animais. Luger et al.,
(1998) avaliaram o efeito da LLLT na cicatrizacdo de feridas utilizando dois grupos
de ratos Wistar com 25 animais cada um, os quais sofreram uma fratura na tibia,
recebendo fixacao interna. O primeiro grupo foi tratado com laser HeNe (A=632,8nm,
poténcia de 35mW), aplicado transcutaneamente por 30 minutos, diariamente,
durante 14 dias. O segundo grupo serviu como controle e néo recebeu radiacéo.
Apés quatro semanas, as tibias foram removidas e tencionadas até sua fratura. A
carga maxima da fratura e a dureza estrutural da tibia foi estatisticamente maior no
grupo radiado. Além disso, a ndo-unidao da fratura foi encontrada em quatro ratos do
grupo controle e em nenhum do grupo radiado. Os autores concluiram que a LLLT
desempenha um importante papel na melhora da cicatrizacao 6ssea em ratos.

Garcia et al., (2001) avaliaram a influéncia do niamero de aplicacGes de LLLT
sobre o reparo da ferida de exodontia dentaria em ratos, observando o resultado da
biomodulagdo microscopicamente. As feridas tratadas com LLLT demonstraram
reparacdo alveolar diferenciada, caracterizada pela formacao mais rapida do tecido
de granulacao cicatricial, neoformacao éssea precoce e maior grau de ossificacéo e
fechamento mais rapido das bordas epiteliais das feridas. Os eventos biolégicos
mostraram-se mais evidentes nos periodos iniciais de trés e sete dias, persistindo
mais favoraveis nos grupos experimentais durante toda a pesquisa. Os grupos
tratados com maior nimero de aplicacbes demonstraram maior aceleracdo do

processo de reparacédo alveolar. Os resultados fortalecem as evidéncias de que a
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acdo do laser se processa a nivel vascular e celular com maior intensidade nas

fases iniciais da cicatrizagao.

Pinheiro et al. (2001) avaliaram a neoformacdo 6ssea apés a radiacdo com
laser infravermelho em fraturas criadas em fémur de ratos. Quarenta ratos foram
divididos em quatro grupos: grupo A (12 sessdes, 4,8J/cm? por sessdo, 28 dias);
grupo C (trés sessdes, 4,8J/cm? por sessdo, sete dias). Os grupos B e D serviram
como controle ndo irradiados. As radiacdes foram realizadas 48 horas apds a
cirurgia, e repetidas trés vezes por semana. A morfometria computadorizada
mostrou uma diferenca estatisticamente significativa entre as areas de mineralizacéo
0ssea nos grupos C e D. Nao houve diferencga estatisticamente significativa entre os
grupos A e B (28 dias). Em uma segunda investigacdo, oS mesmos autores,
determinaram o efeito da LLLT na cicatrizacdo 6sseo ap6és a insercdo de implantes.
Dez céaes foram divididos em dois grupos de cinco animais, 0s quais receberam os
implantes. Dois animais de cada grupo serviram de controle. Os animais foram
irradiados trés vezes por semana, por duas semanas, com um laser diodo
(A=830nm; 40mW) com uma DE total de 4,8J/cm? por sessdo e DE de 1,2J/cm? por
ponto. Os animais foram mortos aos 45 e aos 60 dias ap6s a cirurgia. Os resultados
da microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram uma melhor cicatrizacéo
0ssea apos a irradiacdo com o laser diodo de 830nm. Os autores ressaltam que tais
achados sugerem que a utilizacdo da LLLT (830nm) melhora significativamente a
cicatrizacdo 6ssea nos estagios iniciais, concluindo, pois, que a LLLT pode aumentar
0 reparo 0sseo nos estagios iniciais da cicatrizacao.

Lopes (2002) analisou, através da MEV, a concentracdo de hidroxiapatita de
calcio e matriz organica na cicatrizacdo Ossea periimplantar de coelhos. Quinze
animais foram divididos entre os grupos irradiados, com dois em cada subgrupo, e
0s ndo irradiados com trés em cada subgrupo. Os sitios receptores dos implantes
foram as tibias, sendo utilizado um periodo de observacédo de 15, 30 e 45 dias. O
laser diodo empregado tinha comprimento de onda infravermelho (830nm), GaAlAs,
densidade de energia de 21,5J/cm?, poténcia 10 mW, irradiagcdo pontual por seis
segundos. Os resultados em relacdo a concentracdo média de hidroxiapatita
permitiram observar que ndo houve diferenga significante, em 15 dias, entre os
animais irradiados e nao irradiados. Porém, uma diferenca significante foi observada

em 30 e 45 dias. Com relacdo a média total da concentracdo da matriz organica, foi
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possivel observar diferenga significativa somente em 30 dias entre irradiados e ndo
irradiados. Aos 45 dias de pds-operatério foi possivel observar uma acentuada
diferenca na unido osso-implante entre os espécimes irradiados e ndo irradiados. A
partir dos resultados obtidos a autora conclui que a LLLT promove uma cicatrizagéo

Ossea periimplantar mais acelerada.

Com o propoésito de avaliar se a irradiagdo com LLT poderia acelerar a
regeneracdo 0ssea e reduzir o tempo da fase de consolidacédo, Miloro et al. (2007),
avaliaram histolégica e radiograficamente nove mandibulas distraidas de coelhos. O
protocolo de distracéo foi de um dia de laténcia, ritmo de 1mm/dia e irradiacdo por
LLLT imediatamente apds cada ativagdo. Os animais foram irradiados com laser
GaAsAl (820nm, 6J/cm?) e observados por duas, quatro e seis semanas. Mediante
os resultados obtidos, os pesquisadores concluiram que a LLLT acelera o processo
de regeneracdo Ossea durante a fase de consolidacao, permitindo a remo¢do mais

precoce do aparelho e reduzindo a morbidade.

Por outro lado, David et al. (1996) avaliaram radiograficamente,
microscopicamente e por meio de ensaios mecanicos a acdo do laser de HeNe
(632,8nm) na regeneracdo de fraturas Osseas experimentais em ratos. Os
parametros utilizados pelos autores consistiram de 10mW de poténcia e densidade
de energia de 2J/cm? e 4J/cm? . Esses pesquisadores ndo observaram diferencas
entre 0s grupos irradiados e néo irradiados no que diz respeito ao processo de

reparacdo 0ssea.

Uma pesquisa recente investigou o efeito da LLLT na cicatrizag&o de fraturas
produzidas em tibias de coelhos. O laser utilizado foi 0 GaAsAl (780nm, 4J/cm?)
aplicado diariamente durante cinco minutos, a partir do quarto dia até o final do pés-
operatério em quatro semanas. A formacdo do calo ésseo e a densidade éssea
foram avaliadas por meio de tomografias computadorizadas. Além disso, foram
realizados testes para avaliar as propriedades biomecanicas. Os resultados
demonstraram maior densidade 6ssea no grupo irradiado com laser. A tomografia
computadorizada mostrou, ao longo do calo 6sseo, uma densidade de 297 Unidades
Hounsfield (HU) no grupo controle e de 691 HU no irradiado. Com relagéo aos testes
biomecéanicos, ndo foram verificadas diferencas com relacao a forca de tensdo entre
0 grupo com e sem laser. Tais resultados sugerem que a utilizacdo da LLLT pode
favorecer a formacao do calo em estagios precoces do processo de cicatrizacao,
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mas com beneficios duvidosos nas propriedades biomecanicas (SHAKOURI et al.,
2010).

Em uma abordagem semelhante a presente pesquisa, Cerqueira et al. (2007)
analisaram as caracteristicas microscopicas do efeito da LLLT no periodo de
ativacdo e consolidacdo de mandibulas de ovelhas submetidas a DO. O grupo
controle ndo recebeu irradiacdo. O segundo grupo recebeu irradiacdo no periodo de
ativacao e o terceiro no de consolidacédo. Os grupos foram irradiados a cada 48
horas e receberam um total de cinco aplicagcbes. O periodo de contencdo do
aparelho distrator foi de 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 regido
mais central, havia maior volume de tecido conectivo fibroso, bastante vascularizado
e pequenas zonas de calcificagcdo. Os resultados demonstraram que 0S grupos
irradiados com laser GaAlAs apresentaram maior disposicdo de trabéculas 6sseas
mineralizadas em relacdo ao controle. No grupo que recebeu irradiacdo no periodo
de ativacao foi observada a presenca de tecido cartilaginoso. Portanto, a LLLT atuou
de forma mais favoravel quando utilizada no periodo de consolidagédo, apés o

alongamento 6sseo.

2.4 Testes Instrumentados de Dureza — Nanodureza (IHT)

A dureza é uma das propriedades fisicas mais relevantes de um material,
estando inerentemente relacionada a resisténcia que 0 mesmo apresenta. Sua
caracterizacdo é importante por ser um indicativo para a avaliacdo de materiais
guanto a seu comportamento frente a aplicacdo de uma tensdo. Sua importancia
esta relacionada as grandes aplicacdes de carga a que 0s materiais, N0 caso 0 0SSO
distraido, sao submetidos, auxiliando na escolha daqueles que resistam a condi¢cdes
bastante adversas (KUCERA, 1965).

Experimentos usando nanodureza revelam as propriedades fisicas como:
dureza, modulo de elasticidade aparente, deformidades e diferencas residuais nas

areas analisadas. E sabido que alguns fatores influenciam na dureza: tipo de
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ligacdo, defeitos, impurezas, temperatura, estrutura cristalina e tamanho (LIM e
CHAUDHRI, 1999).

O teste de indentacdo, de acordo com o valor da carga aplicada, é
considerado de nano e/ou microdureza. Ambos os testes utilizam valores baixos de
carga. Os testes de nanodureza sdo simples, rapidos e ndo destrutivos (BLANDO,
2001).

O teste de nanoindentacao € uma técnica quantitativa de medida de dureza e
consiste em for¢car um pequeno indentador contra a superficie de um material a ser
testado. O indentador, também chamado de penetrador, € uma extremidade passivel
de ser constituida de varios materiais e que pode possuir as mais variadas formas
geométricas. Atualmente, carbetos e pontas de diamantes tém sido utilizados com
formas cbnicas, esféricas e piramidais (Berkovich) (CALLISTER, 1997).

O teste comeca apdés a determinacdo do valor de carga. Inicialmente, o
indentador entra em contato com a amostra com um valor de carga minimo. Logo
apos o contato, a carga vai sofrendo incrementos que comumente variam de acordo
com o tempo. O ciclo de carregamento € finalizado ao alcancar o valor de carga
fixado, dando inicio ao ciclo de descarregamento. Nesta parte do ciclo, o indentador
comeca a diminuir o contato com o material, sofrendo decrementos de carga até
atingir o valor de carga minima. O teste é entdo finalizado, retirando-se
completamente o indentador da amostra (Figura 1). O comportamento do material
frente ao ciclo de aplicacdo de carga € registrado de acordo com o Grafico 1,
representado abaixo (BLANDO, 2005).

Aplicagdo de carga

Penetrador

7 A AT R Y S S e R
T P

Superficie da amostra = R

(a) (b) ()

Figura 1- Em (a), o penetrador esta preparado para penetrar a amostra; em (b), o penetrador esta
deformando a amostra por meio da aplicacdo de uma carga; em (c) a amostra esta indentada
Fonte: [BLANDO, 2005].
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Graéfico 1 - Aplicacdo de um completo ciclo carga — descarga em um teste de dureza do tipo IHT
Fonte: [BLANDO, 2005].

O valor de dureza pode ser estimado continuamente durante o ciclo de carga
por meio de sensores que verificam a profundidade de indentacdo e a carga
aplicada a cada instante. Assim, baseado na geometria conhecida do indentador e
nos valores de profundidade e carga, é estimada, entdo, a penetracdo causada no
material e, consequentemente, o seu valor de dureza instantaneo (CHANG et al.,
2009).

E possivel realizar mapeamento das medidas sobre a superficie com uma
matriz de 100 x 100 micrdmetros aproximadamente. A técnica possui precisdo em
profundidade de cerca de 2 nm e cargas minimas de 400 micronewtons. Por se
tratarem de medidas em escalas nanométricas é fundamental que as amostras
sejam planas e polidas (Ni et al., 2006).

Como durante a nanoindentacdo o indentador é dirigido para dentro do
material, ocorrem deformacdes elasticas e plasticas, o que resulta na formacéo de
uma impressdo de dureza conforme a forma do indentador. Na remocdo do
indentador (descarga), somente a porcao elastica é restabelecida. Assim, o médulo
de elasticidade, também conhecido como mdédulo de Young, pode ser aferido uma
vez que, durante o ciclo de descarga, a deformacdo estara diretamente relacionada
a recuperacao elastica do material (CHICOT, 1996).

A mensuracdo do médulo de elasticidade € importante, uma vez que ele
mede a capacidade de um material deformar-se quando sofre uma pressao e,

depois, retornar a sua forma original, quando a pressao for removida.
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Os principais constituintes do tecido 6sseo sao o colageno do tipo | e os
cristais de hidroxiapatita. A parte mineral, composta pela hidroxiapatita, oferece
rigidez e capacidade de suportar cargas. A matriz organica, composta de colageno
tipo I, proporciona tanto a resisténcia quanto a flexibilidade do osso, além de
determinar sua organizacédo estrutural. Portanto, as propriedades fisicas do 0sso sdo
dependentes das propriedades desses constituintes, desde sua composicdo até sua
organizacao estrutural, a nanoestrutura (lamelas), a microestrutura (6steon - espaco
trabecular) e a macroestrutura (compacto e esponjoso). Em DO, as pesquisas sobre
propriedades biomecanicas concentram-se em ambito macro e microestruturais,
enquanto que poucas pesquisas nanoestruturais foram realizadas (ZYSSET et al.,
1999).

Um estudo comparou o médulo de elasticidade entre ossos trabeculares e
corticais de doadores de ossos femurais humanos. Pela técnica da nanoindentacéo,
0s autores encontraram valores médios relativos ao médulo de elasticidade de 18 +
1,7GPa para o osso trabecular e de 20 + 0,27 gigapascal para o cortical. Os
especialistas concluiram ndo haver diferencas estatisticas quanto ao moédulo de
elasticidade do osso cortical e medular (TURNER et al., 1999).

Wang et al. (2006) realizaram uma pesquisa de nanoindentacdo em vértebras
e tibias bovinas, nas quais eles mensuraram a dureza e o médulo de elasticidade.
Os pesquisadores realizaram as medidas tanto em osso medular quanto em 0Sso
cortical, no sentido longitudinal e no transverso. Para o osso cortical no sentido
longitudinal, foram feitas as medidas nos Osteons, com valores de mdédulo de
elasticidade médio de 24 + 2,5GPa e dureza média de 0,81 + 0,15GPa, e nas
lamelas intersiticiais, com valores de 30 + 2,4GPa para o médulo de elasticidade e
de 0,89 £ 0,11GPa para a dureza. No sentido transverso, ainda no osso cortical, os
valores encontrados de modulo de elasticidade médios foram de 19 + 1,6GPa e de
dureza, de 0,64 + 0,06GPa. Em se tratando de osso medular, observaram valores
médios de moédulo de elasticidade no sentido longitudinal de 20 + 2 e no sentido
transversal de 14,7 £+ 1,9GPa. Com relacéo a dureza, verificaram valores médios de
0,52 + 0,09GPa (longitudinal) e de 0,41 + 0,06GPa (transverso).

Em calo 6sseo de fémur de ratos submetidos a fraturas, foram determinadas
as propriedades fisicas pela nanoindentacdo. O modulo de elasticidade variou
bastante ao longo do calo Gsseo e essa grande variacdo ocorreu devido a presenca
de diversos tecidos na regidao da cicatrizacdo. O tecido de granulacdo apresentou
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valores de 0,61 megapascal (MPa) a 1,27MPa (média de 0,99MPa), o tecido
cartilaginoso de 1,39MPa a 4,42MPa (média de 2,89MPa), e 0 osso de 26,92MPa a
1010MPa (média de 132,00MPa) (LEONG e MORGAN, 2008).

Seong et al. (2009), relacionaram as propriedades fisicas do 0sso com a
estabilidade inicial de implantes dentérios. Para esta pesquisa, usaram quatro pares
de mandibulas e maxilas edéntulas de cadaveres humanos frescos. Foram medidos
a dureza e o modulo de elasticidades de tais ossos pela nanoindentacdo, na regido
anterior e posterior, direita e esquerda. Quanto aos valores de dureza, 0s
pesquisadores obtiveram uma média de 0,52GPa para a maxila e 0,59GPa para a
mandibula. Com relacdo ao médulo de elasticidade, os autores observaram valores
de 14,9GPa para a maxila e de 18,3GPa para mandibula. Com esta pesquisa eles
concluiram que ha diferengcas entre maxila e mandibula e entre regido
anterior/posterior e que as diferencas de dureza e médulo de elasticidade alteram a

estabilidade primaria dos implantes.

2.5 Tomografia Computadorizada (TC)

A tomografia computadorizada (TC) € um exame de imagem que permite a
reconstrucao tridimensional do esqueleto diretamente ou por meio de uma série de
fatias bidimensionais. Todos os indices estruturais comumente determinados por
seccles histologicas bidimensionais podem ser obtidos de maneira ndo destrutiva
por um grande numero de cortes em qualquer uma das trés dire¢cdes ortogonais
(FELDKAMP et al., 1989).

Hangartner e Gilsanz (1996) avaliaram a cortical 6ssea através de TC,
concluiram que a densidade do material da cortical 6ssea pode ser medida de
maneira acurada pela tomografia computadorizada se a espessura do cortex
ultrapassar 2-2,5mm.

A TC proporciona uma medida de densidade mineral 6ssea na mandibula
potencialmente Gtil como um método néo invasivo para avaliar a qualidade 6ssea
mandibular (LINDH et al., 1996).

Ruegsegger et al. (1976) desenvolveram um estudo para quantificar a
mineralizacdo Ossea usando a TC. Concluiram que a qualidade das imagens
reconstruidas permitiu uma quantificacdo separada do osso compacto e do 0sso
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esponjoso, além de quantificar a densidade do 0sso esponjoso com uma precisao de
+/- 2% entre diferentes densidades.

Uma das maneiras de avaliar qualitativa e quantitativamente a neoformacgao
Ossea € a tomografia computadorizada. Este exame permite avaliar a densidade e a
geometria éssea, proporcionando informagdes mais detalhadas sobre a qualidade e
a quantidade de osso neoformado em decorréncia de sua grande acuracia, minimo
erro e a relagdo direta com os achados histologicos. Por esta razdo, a literatura
descreve-a como 0 método mais objetivo para avaliar o 0osso da area submetida a
distracdo osteogénica. Apesar disto, poucas pesquisas clinicas ou experimentais
sobre imagem tém sido publicadas objetivando quantificar o processo de
regeneracdo 6ssea no esqueleto craniofacial (ARONSON et al., 1990; SWENNEN et
al., 2005).

Para Bontrager (2003), dentre as vantagens da utilizacao da TC, destaca-se a
sensibilidade aos tipos de tecidos quando comparada as radiografias convencionais,
de maneira que diferencas entre tipos de tecidos podem ser mais claramente
delineadas e estudadas. Em outras palavras, a radiografia convencional evidencia
tecidos que tenham diferenca de pelo menos 10% em densidade, ao passo que a
tomografia computadorizada pode detectar diferencas de densidade entre tecidos de
1% ou até menos. Nesse sentido, torna-se um importante exame para avaliacdo da
contracdo do alongamento Osseo, nos estudos de estabilidade da distracdo

osteogénica.



48




49

3 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi realizada junto ao Biotério e ao Hospital de Clinicas
Veterinario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), ao Centro de
Diagnostico por Imagem (CDI) da Faculdade de Medicina da PUCRS e ao
Laboratorio de Materiais e Nanociéncias — Grupo de Estudos de Propriedades de
Superficies e Interfaces (GEPSI-LMN) do Centro de P&D em Fisica da PUCRS.

O projeto para a execucdo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (CEP-PUCRS:
0219/07) e pelo Comité de Etica para o uso de Animais (075/08 — CEUA) - Anexos A
e B. O autor objetivou garantir a protecdo adequada aos animais utilizados no
estudo, preservando seus direitos e assegurando a comunidade cientifica que esta
investigacdo fosse realizada dentro dos parametros preestabelecidos e aprovados
para pesquisas com animais. Para tal, seguiram-se o0s principios éticos em
observancia a Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, que trata dos procedimentos
para o uso cientifico de animais, respeitando-se, também, os principios éticos na

pesquisa experimental com animais de laboratério.

3.1 Selecao da Amostra e Organizacao dos Grupos Experimentais

Para a presente investigacao, foram selecionadas cinco ovelhas fémeas da
raca Corriedale. Os espécimes com idade reconhecida de 2 anos, peso
compreendido entre 40 e 45 quilos, adquiridos por intermédio da Faculdade de
Medicina Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FMV-
UFRGS).

Os animais foram admitidos no Hospital de Clinicas Veterinario e foram
submetidos a exames laboratoriais basicos (hemograma completo, coagulograma e
parasitolégico) para descartar a possibilidade de quaisquer doencas presentes,
prévias a intervencdo cirargica e que pudessem interferir nos resultados deste
trabalho.

Os cinco animais selecionados foram divididos, aleatoriamente, em cinco

grupos experimentais (A, B, C, D e E). Cada grupo permaneceu com o distrator
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osteogénico externo®, mostrado na Figura 2. O tempo que cada animal permaneceu
com o aparelho distrator esta de acordo com a Tabela 1. A LLLT foi realizada no
periodo de laténcia/ativacdo do distrator (grupos A, B e C) ou no periodo de
maturacdo 6ssea (grupo D). O grupo E néo recebeu nenhuma irradiacédo por LLLT.
Todos os animais permaneceram em observacgao por 60 dias.

Durante o experimento, os animais ficaram alojados em duplas, em baias
apropriadas, sendo cada animal identificado por uma placa. Eles permaneceram no
Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da UFRGS durante todo periodo do
experimento, sob cuidados do pesquisador e orientacdo da equipe de médicos-

veterinarios do préprio Hospital.

Figura 2- Modelo de distrator externo utilizado

Fonte: Cerqueira, 2003

* PROMM® — IndUstria de Materiais Cirtrgicos (LTDA) — Porto Alegre — RS, Brasil. Dispositivo de
distracéo osteogénica fabricado para fins de pesquisa com DO da PUCRS, néo disponivel
comercialmente.
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Tabela 1- Organizagdo dos grupos experimentais

Grupos Tempo do Distrator LLLT P&s Operatorio
Grupo A 50 dias Laténcia/Ativagéo 60 dias
(Ovelha 1)

Grupo B 40 dias Laténcia/Ativagao 60 dias
(Ovelha 2)

Grupo C 33 dias Laténcia/Ativagao 60 dias
(Ovelha 3)

Grupo D 33 dias Periodo de maturacdo 60 dias
(Ovelha 4)

Grupo E 33 dias Ausente 60 dias
(Ovelha 5)

3.2 Etapas Técnicas da Pesquisa

3.2.1 Sequéncia Cirurgica

Todas as etapas dos procedimentos anestésicos foram executadas por um
médico-veterinario que acompanhou o pré, o trans e o0 pos-operatério dos
espécimes.

A anestesia geral foi obtida através da inducdo com o uso de Acepromazina
0,05mg/kg, Meperidina 2mg/kg, Quetamina 4mg/kg e mascara de Halotano. Para
intubagéo utilizou-se Propofol 8ml. A manutengdo da anestesia foi realizada com
Halotano em O, 100%. Eventualmente, doses complementares intramusculares de
manutencgao foram administradas.

A profilaxia antibidtica foi realizada com a administracdo endovenosa de
Ampicilina Sédica, 10mg/kg.

ApOs a perda de consciéncia os espécimes foram posicionados em decubito
lateral direito, sendo fixados a mesa cirargica por amarrilhos. A regido
submandibular esquerda foi tricotomizada com uma lamina de barbear descartavel e
a antissepsia local realizada com degermante polivinilpirrolidona iodo (PVPI).

Campos cirurgicos estéreis, fixados por pingcas Backaus, isolaram o campo

operatério. Na regido a ser incisada, procedeu-se a infiltracao local com Lidocaina a
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1%, com Epinefrina na proporcdo de 1:100.000, no espaco subcutaneo, na dose
aproximada de 3 ml por animal.

A intervencdo cirargica descrita foi sempre realizada pela mesma equipe de
pesquisadores, com o0 objetivo de proporcionar fidelidade do dano tecidual
produzido.

Com um bisturi no. 3 e lamina descartavel no. 15 uma incisdo linear, 1cm
abaixo da regido basilar esquerda da mandibula, medindo aproximadamente 3cm foi

realizada (Figura 3).

Figura 3 - Incisdo submandibular tipo Risdon

Em uma abordagem por planos, por meio de dissecacédo romba com tesoura
de Matzenbaum, divulsiona-se inicialmente o tecido sub-cutdneo e o musculo
platisma. Abaixo deste a veia facial é isolada e ligada e, por ultimo, o peridsteo foi
cuidadosamente descolado junto com as inser¢cdes do musculo masseter, utilizando-
se descoladores do tipo Molt, tanto pela face lateral quanto pela medial da
mandibula. Afastadores do tipo Farabeuf foram posicionados expondo a superficie
lateral da mandibula (figuras 4, 5 e 6). As osteotomias foram realizadas com serra
reciprocicante pela face lateral e medial da mandibula, tendo-se o cuidado para ndo
osteotomizar a parte medular do o0sso. As osteotomias foram realizadas
posteriormente ao Ultimo molar e delimitadas a partir do ponto cefalométrico Génio
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em direcdo a regiao do triangulo retromolar, unidas pela basilar e crista alveolar, na

regido do angulo mandibular (Figura 7).

Figura 4 - Dissecac¢do dos tecidos subcutdneos com tesoura romba

Figura 5 - Identificacdo da veia facial nos tecidos sub-cutaneos



Figura 6 - Exposicdo da face lateral da mandibula

Figura 7 — Osteotomia da cortical lateral da mandibula com serra reciprocicante
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Em seguida, o guia de perfuracdo fornecido pelo fabricante® do distrator
osteogénico (figura 8) foi posicionado sobre a linha de osteotomia, acima da pele,
onde é feita perfuracdo transcutdnea com broca de baixa rotacdo, helicoidal de
2,0mm, especifica dos parafusos do distrator, sob irrigacdo abundante de soro
fisiologico. A cada perfuracdo, um pino era instalado estabilizando-se o guia e
permitindo que uma nova perfuracéo fosse realizada respeitando-se o paralelismo
entre os pinos do distrator. O aparelho distrator foi, entdo, ativado até obtencdo de
uma resisténcia a ativacdo do aparelho distrator, para que a fratura pudesse ser
concluida com o uso de cinzéis retos (figura 9).

Figura 8 - Guia de perfuracéo e distrator osteogénico extra-oral

* PROMM® — IndUstria de Materiais Cirtrgicos (LTDA) — Porto Alegre — RS, Brasil. Dispositivo de
distracéo osteogénica fabricado para fins de pesquisa com DO da PUCRS, néo disponivel
comercialmente.
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Figura 9 - Finalizac@o da osteotomia com uso de cinzel

Para verificarmos a completa fratura mandibular o distrator osteogénico era
ativado em 3mm. Constatada a separacdo mandibular, o aparelho era voltado ao
ponto zero e sua instalacédo era inspecionada (figura 10). Apos irrigacdo abundante
para a limpeza do leito operatério, foi realizada sutura da ferida operatoria, por
planos, com fio monofilamentar de nailon no. 4-0 em pontos isolados (Figura 11). A

sutura de pele foi removida apés sete dias.

Figura 10 - Instalacdo do distrator mandibular externo
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Figura 11 — Sutura por planos com fio mono nailon 4-0

3.2.2 Periodo P6s-Operatério

No periodo pés-operatorio, 0s espécimes permaneceram no Hospital
Veterinario, sob cuidados do pesquisador e orientagdo da equipe de médicos-
veterinarios, coordenados pelo Dr. Carlos Afonso de Castro Beck. Receberam
Morfina 0,4mg/kg de 8/8h durante 72h e Pentabibtico (associacdo de Penicilina
Benzatina, Procaina e Estreptomicina) a cada 24h durante sete dias.

3.2.3 Distracdo Osteogénica
3.2.3.1 Periodo de Laténcia — cinco dias (1°. ao 5°.)

Durante os cinco primeiros dias pés-operatorios, o distrator osteogénico ndo
foi ativado, apenas inspecionado e higienizado com iodofor alcodlico a 1%.

3.2.3.2 Periodo de Ativacdo — 15 dias (6°. ao 20°.)

A partir do sexto dia pés-operatério, em todos 0s grupos, iniciaram-se as
ativacdes do aparelho distrator, avancando 1mm por dia, até que se completassem
15 mm de extenséo ao final do experimento.
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3.2.3.3 Periodo de Maturacdo Ossea — 13 - 30 dias (21°. ao 33°., 40°. ou 50°.)

Apbs o periodo de alongamento, o aparelho distrator foi mantido em “siléncio”,
inativo, por um periodo de 30 dias no grupo A, 20 dias no grupo B e 13 dias nos
grupos C, D e E para que ocorresse a consolidacdo 6ssea. Quando decorrido o
tempo de maturacdo éssea, para cada grupo, o dispositivo de distracédo foi removido

com anestesia local.

3.2.4 Irradiagdo com LLLT

O aparelho utilizado para irradiacdo foi o Thera Laser®®, devidamente
calibrado (Anexo C), com meio ativo GaAlAs (arseneto de galio e aluminio), com
comprimento de onda de 830nmm, devidamente calibrado. Nas ovelhas 1, 2 e 3,
chamadas de laser laténcia/ativacdo, a irradiacdo inicial foi aplicada logo apés o
término da sutura (figura 12) e a cada 48 horas, totalizando oito aplicacdes, ou seja,
as irradiacdes iniciavam no periodo de laténcia e se estendiam pelo periodo de
ativacao. No animal niamero 4, laser maturacao, a primeira irradiacdo aconteceu no
ultimo dia da ativacdo do distrator, seguindo com mais sete aplicacbes a cada 48
horas, totalizando oito aplicacbes, durante o periodo de maturacdo Ossea. Por ser
indolor, este procedimento ndo necessitou do uso de sedacdo ou anestésicos. Os
espécimes 1, 2, 3 e 4 receberam irradiacdes pontuais sobre a regido distraida.
Houve trés pontos de irradiacdo de 5J/cm?, totalizando 15J/cm?® por sess&o, na
poténcia de 50mW, em modo continuo, com um tempo de 1,41 minutos. A energia
total aplicada, ao final do experimento, correspondeu a 120J/cm?. A ovelha nimero 5
ou grupo E, controle, ndo recebeu nenhuma irradiacao, porém, o animal passou pelo
mesmo protocolo de irradiacdo ativagdo com a ponteira desligada. A forma de
irradiacao foi sempre pontual, em contato com o tecido e com a ponteira num angulo
de 90° com este. A escolha dos pontos de irradiacdo se deu em trés pontos
equidistantes e de forma a fugir dos parafusos de fixacao do distrator (Figura 13).

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



Figura 12 - Irradiacéo pds-operatoria imediata com LLLT

Figura 13 - Pontos de escolha para irradiacdo com LLLT
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3.2.5 Morte dos Animais

Quando atingiram 60 dias do procedimento cirargico, os espécimes foram
mortos por meio de anestesia profunda com 0os mesmos anestésicos utilizados para
o procedimento cirargico, ocasionando morte por parada cardiorrespiratéria,
respeitando-se, dessa forma, a Resolu¢do no. 714, de 20 de junho de 2002, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre procedimentos e

métodos de eutanasia em animais, e da outras providéncias.

Constatada a morte dos animais, pelos sinais vitais, as mandibulas foram
dissecadas e retiradas com descoladores e cinzéis e conservadas em glutaraldeido
(Figura 14).

Figura 14 - Mandibula dissecada

A escolha do glutaraldeido deve-se ao fato de que diversas analises
necessitarem de vacuo, impossibilitando o uso de formol que reagiria com o 0Oleo

usado nas bombas e fornos de vacuo.

Na sequéncia, as mandibulas foram imageadas por tomografia

computadorizada no Centro de Diagndstico por Imagem (CDI) e, em seguida,
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encaminhadas ao laboratério de Materiais e Nanociéncias — Grupo de Estudos de
Propriedades de Superficies e Interfaces (GEPSI-LMN) do Centro de P&D em Fisica
do Parque Cientifico e Tecnolégico da PUCRS (TECNOPUC).

3.3 Tomografias Computadorizadas

As tomografias computadorizadas foram executadas no CDI da Faculdade de
Medicina da PUCRS, localizado no Hospital S&o Lucas da PUCRS.

Para avaliacdo da distancia do alongamento 6sseo apés 60 dias, analisando
se houve contracdo Ossea que pudesse gerar recidiva, as tomografias foram
realizadas em um equipamento Siemens® - Somaton Plus 4. As amostras foram
posicionadas sobre a mesa de exames e obtidos cortes axiais, com fatias de 0,5
mm. As imagens foram armazenadas em formato Digital Imaging and
Communications in Medicine (DICOM) no servidor de imagens do referido Hospital.
O software utilizado para manipulacdo das imagens foi o PixViewer®, capaz de
realizar processamento tridimensional. A partir desses cortes axiais foram obtidas as
reconstrucdes tridimensionais volumétricas (figura 15). Sobre esta renderiza¢édo 3D,
aplicou-se uma ferramenta do préprio aparelho do tomégrafo, chamada de
reconstrucao com intensidade maxima (MIP) por diferenca de densidade. A técnica
MIP (maximum intensity projection) é uma forma de mostrar os dados adquiridos
com a tomografia computadorizada, na qual as estruturas de maior densidade séo

utilizadas para formar a imagem final.
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Figura 15 - Reconstrucéo tomografica 3D

Nessas reconstrucdes por MIP, realizou-se a medida do gap 6sseo por meio
de uma medida linear, entre as extremidades 6sseas maduras, jA& que O 0SSO
formado pela DO ainda imaturo, apresenta-se hipodenso na tomografia e este
espaco foi denominado “gap” (figural6). Dois examinadores realizaram duas
medidas cada um, em cada reconstrucdo, no préprio programa do tomaografo
(PixViewer®). O ponto de eleicdo das medidas foi sobre o centro da &area distraida,
equlidistante entre a distancia da crista alveolar até a basilar da mandibula (figura
17). Destas duas medidas de cada animal operado, foi alcancada uma média para
cada animal. Estas médias servem para efeito de comparacdo da influéncia do
tempo de contencéo na fase de maturacao: ovelha 1 (30 dias), ovelha 2 (20 dias) e
ovelhas 3,4 e 5 (13 dias).



Figura 16 - Reconstrucédo 3D pela técnica MIP evidenciando a distancia entre os bordos 6sseos
osteotomizadas com presenca de tecido dsseo imaturo entre elas

087 cm

Figura 17 - Medida linear do "'gap"* (osso imaturo) entre as bordas 6sseas na regido de osso alongado
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3.4 Preparo Laboratorial das Mandibulas

No GEPSI-LMN, as pecas foram cortadas ao meio, com auxilio de um mini-
motor de corte (Proxxon®-50HZ; 40W), dividindo a mandibula em duas
hemiarcadas. Em seguida, a regido do osso neoformado e uma por¢cdo do 0sso
antigo foi osteotomizada no sentido vertical separando-as das demais areas.
Procedeu-se da mesma forma no lado contralateral, obtendo-se duas porgbes
Osseas de interesse, o lado operado e o lado controle (Figura 18). A seguir, as pecas
foram levadas a um dessecador pelo periodo de uma semana e depois a um forno
vacuo a uma pressao atmosférica de 5 Pascal, por mais uma semana, com 0O
objetivo de eliminar remanescentes de glutaraldeido no interior do tecido ésseo,
evitando rea¢cBes quimicas no momento da inclusédo da resina.

Figura 18 — Esquema da area 6ssea que foi segmentada

As porcdes de interesse da mandibula, agora incluidas em formas quadradas
pré-moldadas de PVC e preenchidas com resina de fibra de vidro (Fiberglass®
incolor), foram cortadas axialmente com auxilio de uma serra-fita (St1101, Starrett®)
em trés blocos (figura 19) apdés tomarem presa. Ou seja, cada mandibula foi
separada em trés blocos, todos devidamente identificados em lado controle ou lado

operado; amostra superior, medial (lado superior ou inferior) e inferior (Figura 20).
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Figura 19 — Em (A), peca 6ssea incluida em resina de fibra de vidro; em (B) e segmentacéo em trés
porcoes. (C) representa a porc¢ao superior, (D) a por¢ao medial e (E) a porcao inferior

Figura 20 — Amostra média, lado superior, devidamente identificada.

Uma exigéncia do teste de nanoindentacdo, de acordo com a norma ISO
14577 (2002), relacionada aos testes instrumentados de indentagdo para dureza e
parametros de materiais, € que as superficies das amostras estejam extremamente

planas e polidas. Assim, todos os blocos 6sseos foram submetidos a um polimento
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manual, sequencial de oito lixas d’agua (80, 150, 320, 400, 600, 1200, 2400 e 4000)
e, nos intervalos, os blocos foram levados ao ultrassom e submersos em agua
altamente deionizada, para eliminacdo de residuos de resina e 0sso, por
aproximadamente cinco minutos. O polimento das primeiras lixas foi realizado com
agua e os das lixas 600, 1200, 2400 e 4000 foi realizado com auxilio de uma
mistura, na propor¢cdo de 1:1, de propilenoglicol e alcool isopropilico (C3H802 +
CH3CH8HCH3). Entre cada troca de lixa, os blocos eram lavados, secados e
levados ao microscopio optico (Olympus® BX 60) para que fosse realizada a
verificagcdo da direcdo dos tracos do polimento na amostra e verificar se havia
uniformidade entre os mesmos. Para secagem utilizou-se gas Nitrogénio (White
Martins®).

Para finalizar o processo, os blocos 6sseos foram polidos com pasta de
diamante (DPPaste; Struers®) de 9um, 1um e % pym e também um polimento final,

com solugdo de carboneto de silica e 4gua filtrada em uma politriz metalogréfica.

Para a realizacao dos testes instrumentados de dureza, marcou-se a regiao
correspondente a regido Ossea alongada, apdés sua identificacdo no microscopio
optico, com caneta para retroprojetor sobre a resina polida, (Figura 21).

Figura 21 - Bloco 6sseo pronto para nanoindentacao, polido e com area da distragdo osteogénica
identificada com caneta para retroprojetor. O quadro em destaque mostra a cortical externa onde eram
feitas as nanoindentacdes da cortical operada



67

Nesta area do osso distraido, 34 regibes sobre a cortical externa do lado
operado e seis regibes do lado controle foram identificadas a partir de
fotomicrografias em um microscépio Optico com aumento de 50 vezes. Nessas
fotomicrografias eram marcadas as regides a serem medidas pela nanoindentagcao
através de circulos vermelhos, sempre sobre a cortical externa (Figura 22).

Figura 22 — Demarcac0es das areas a serem indentadas sobre a cortical 6ssea

externa em fotomicrografias opticas em 50x

3.5 Testes Instrumentados de Dureza (IHT)

Os testes instrumentados de dureza (IHT) foram realizados nas dependéncias
do GEPSI nos blocos médios (lado superior), operado e controle de cada grupo, pelo

fisico do laboratodrio.

As propriedades fisicas na regido do osso neoformado, foram analisadas por
medidas de dureza e mdédulo de elasticidade, utilizando-se um penetrador com
geometria Berkovich e um equipamento dinamicamente controlado (HV100 -
Fisherscope - Helmut-Fischer Inc®) com resolucdo de 2nm em profundidade e até
20 N em carga (Figura 23).
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Figura 23 - Equipamento de nanoindentacéo

Para esta analise, padronizou-se que os corpos de prova polidos (amostras),
fossem avaliados com uma carga de 50mN, cada ciclo foi configurado com um
intervalo de tempo de 40s para carga e 40s para a descarga, em uma linha sobre a
cortical externa, iniciando 0,5 mm antes e até 0,5 mm apos a regido neoformada,
totalizando 34 afericbes por amostra operada, respeitando-se o tamanho da peca,
permitindo mensurar as propriedades do osso que sofreu a distracdo osteogénica.
No lado controle de cada grupo, devido as medidas apresentarem padrdes
semelhantes, as afericbes foram realizadas sobre a cortical externa, totalizando seis
afericdes por peca.

O objetivo das multiplas medidas foi avaliar toda extensdo da area distraida,
uma vez que havia diferentes niveis de amadurecimento do tecido 6sseo, em virtude

do alongamento gradual caracteristico da técnica de DO.

Os dados do comportamento de dureza e mddulo de elasticidade de cada
amostra foram exportados para o software Microsoft® Office Excel 2007 visando a
obtencéo de gréficos e tabelas mostrando a variacdo ao longo da amostra.



69

3.6 Andlise dos Dados

Para analise dos dados obtidos, foi constituido um modelo de comparacéo
das médias dos diferentes animais nos seguintes efeitos:

- LLLT: comparagdo entre 0os grupos experimentais, quanto a diferenca laser

laténcia/ativacédo, laser maturacdo e sem laser;

- tempo de manutencdo do distrator: comparacao entre os periodos 33, 40 e
50 dias e seus respectivos lados controles.

Realizou-se uma analise descritiva de carater exploratério, com o objetivo de

organizar e resumir os dados.

Para o processamento e a andlise dos dados foi empregado o software Excel
para Windows®, orientado e supervisionado pelo Prof. Dr. Jodo Feliz Duarte de
Moraes, Professor de Bioestatistica da Faculdade de Matematica da Pontificia

Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.

Por se tratar de um estudo preliminar, com resultados ainda desconhecidos
na literatura e, acima de tudo, respeitando-se a as pesquisas com experimentacao
animal, que preconizam a minima utilizacdo destes, fez-se uma apresentacao

descritiva dos resultados, caso a caso.
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4 RESULTADOS

De um modo geral, as ovelhas toleraram muito bem o procedimento cirurgico,
sendo capazes de manter a dieta normalmente. Mesmo apés as ativacdes dos
aparelhos distratores, esta rotina manteve-se até o final do experimento, o que se
reflete pela manutencdo do peso e da salude dos animais atestados pelos
veterinarios.

A analise macroscopica realizada apos a constatacdo da morte dos animais,
no momento da disseccdo da mandibula, revelou a presenca de um calo ésseo na
regido de neoformacao 6ssea em todas as ovelhas (Figura 24).

Figura 24 - Calo 6sseo na regido de osso distraido

4.1 Analise Tomografica

Esta andlise foi realizada medindo-se a distancia entre os cotos 0sseos, de
uma margem até a outra da osteotomia, com o intuito de avaliar se houve reducao
pelo fato dos dispositivos distratores serem removidos prematuramente.

Para Lopes et al. (2007), o avanco de programas de computacdo grafica
melhora a interatividade da visualizacdo, mensuracao e andlise para planejamento
do tratamento de afec¢cdes maxilomandibulares. Mensuracdes diretas de pontos
craniofaciais, distancias, areas e volumes podem ser obtidos partindo de TC, o que
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proporciona uma descricao quantitativa das deformidades do esqueleto, permitindo o
planejamento cirdrgico e a avaliagcdo do crescimento craniofacial. Com base nesses
recursos que a tomografia proporciona, foi possivel avaliar a regidao 6ssea em que foi
realizada a distracao osteogénica e procedeu-se a medicdo do alongamento 6sseo

apos 60 dias de pbds-operatorio.

As imagens tomograficas, com reconstru¢des 3D por MIP, com diferenca de
densidade o6ssea, evidenciaram que a ovelha 1 apresentou uma distancia de
14,9mm de distracdo osteogénica. A medida obtida do gap ésseo no animal 2 foi de
13,7mm. As ovelhas 3, 4 e 5, com apenas 13 dias de maturacdo Ossea,
apresentaram contracdo no alongamento e o gap médio foi de 9,9mm, 9,9mm e

8,8mm respectivamente.

4.2 Andlises Fisicas

As propriedades fisicas do osso mandibular, dureza e modulo de elasticidade
foram avaliados na cortical externa, nos lados operado e controle (contralateral) de
cada mandibula; 34 pontos foram medidos, em cada cortical operada, e seis, em

cada cortical controle.

Os resultados sdo apresentados, para facilitar o entendimento, com
grandezas de Megapascal (MPa) para as medidas de dureza, e Gigapascal (GPa)
para o modulo de elasticidade.

A ovelha 1 permaneceu com o distrator por 50 dias, LLLT aplicada durante o
periodo de laténcia e ativacdo; apresentou, no lado operado, uma variacao da
dureza de 134 a 629 MPa, enquanto que o modulo de elasticidade variou de 5 a
21GPa. A dureza média foi de 360,9MPa e mddulo de elasticidade médio de 11GPa.

Na ovelha 1, lado controle, a dureza variou de 530 a 768MPa e mddulo de
elasticidade oscilou de 17 até 19GPA. A dureza média encontrada foi de 687,3MPa
e 0 modulo de elasticidade de 18,4GPa.

A ovelha 2, que permaneceu com o distrator por 40 dias, teve LLLT aplicada
durante o periodo de laténcia e ativacdo; apresentou, no lado operado, uma variacdo

da dureza de 184 a 648MPa, enquanto que o médulo de elasticidade variou de 5 a
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20GPa. A dureza média foi de 347,7MPa e modulo de elasticidade média de
10,9GPa.

No lado controle, do animal 2, os valores de dureza verificados variaram entre
431 a 650MPa, enquanto o modulo de elasticidade variou entre 16 a 20GPa. A
dureza média foi de 563,8MPa e o médulo de elasticidade de 18,1GPa.

A ovelha 3 permaneceu com o distrator por 33 dias, LLLT aplicada durante o
periodo de laténcia e ativacdo; apresentou, no lado operado, uma variacao da
dureza de 95 e 642MPa, enquanto que o modulo de elasticidade variou de 2 a
21GPa. A dureza média encontrada foi de 308,4MPa, enquanto que o mdédulo de
elasticidade foi de 8,7GPa.

Na ovelha 3, lado controle, a dureza variou de 496 a 842MPa e moédulo de
elasticidade oscilou de 16 a 22GPa. A dureza média encontrada foi de 706,8MPa e o
modulo de elasticidade de 19,4GPa.

A ovelha 4 permaneceu com o distrator por 33 dias, LLLT aplicada durante o
periodo da maturacao; apresentou, no lado operado, uma variacdo da dureza de 145
a 861MPA, enquanto que o médulo de elasticidade variou de 3 até 25GPa. A dureza
média foi de 414,4MPa e médulo de elasticidade médio foi de 12,3GPa.

Na ovelha 4, lado controle, a dureza variou de 271 a 747MPa e moédulo de
elasticidade oscilou de 10 a 22GPa. A dureza média encontrada foi de 603,6MPa e o
modulo de elasticidade de 18,7GPa.

Na ovelha namero 5, foi realizada apenas distracdo osteogénica, porém sem
LLLT associada, permaneceu com distrator por 33 dias. Foi obtido, no lado operado,
valores de dureza entre 19 a 765MPa e de médulo de elasticidade entre 2 e 22GPa.
A dureza média foi de 409,3MPa e o mddulo de elasticidade médio, de 12GPa.

Na ovelha 5, lado controle, as medidas de dureza oscilaram entre 397 e
726MPa e o0 moédulo de elasticidade entre 15 e 22GPa. A dureza média encontrada
foi de 610,6MPa e o médulo de elasticidade de 18,8GPa.

Para melhor visualizacdo, sdo apresentadas as tabelas 2 e 3. A Tabela 2
apresenta os valores minimos e maximos de dureza e médulo de elasticidade. A
Tabela 3 apresenta as médias obtidas em cada animal, com os diferentes tipos de

tratamento.



Tabela 2 - Valores minimos e maximos encontrados para dureza e modulo de elasticidade
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Propriedades Fisicas

Tempo com o
Ovelha ) LLLT Dureza (MPa) Elasticidade (GPa)
Distrator
Operado Controle Operado Controle
1 50 dias Laténcia e ativacdo  134-629 530-786 5-21 17-19
2 40 dias Laténcia e ativacdo  184-648 431-650 5-20 16-20
3 33 dias Laténcia e ativacdo  95-642 496-842 2-21 16-22
4 33 dias Durante maturacdo  145-861 271-747 3-25 10-22
3] 33 dias Ausente 19-765 397-726 2-22 15-22

Tabela 3 - Médias de nanodureza e médulo de elasticidade

Propriedades Fisicas

Tempo com —
Ovelha ) LLLT Dureza (MPa) Elasticidade (GPa)
Distrator
Operado Controle Operado Controle
1 50 dias Laténcia e ativacdo 360,99 687,37 11,06 18,42
2 40 dias Laténcia e ativagcdo 347,79 563,87 10,92 18,10
3 33 dias Laténcia e ativacdo 308,45 706,88 8,77 19,45
4 33 dias Durante maturacdo 414,46 603,62 12,36 18,78
5 33 dias Ausente 409,32 610,63 12,02 18,88
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Discussao
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5 DISCUSSAO

A experimentacdo cientifica com a utilizacdo de modelos animais n&o
humanos constitui-se em uma etapa fundamental nas pesquisas. Para esta tese, a
escolha dos ovinos, como modelo biolégico, levou em consideracdo dar
continuidade, agora com animais de médio porte, que possibilitem uma quantidade
maior de material, a outros trabalhos realizados na PUCRS que utilizaram coelhos
para estudo do alongamento ésseo (HUBLER et al., 2010; KREISNER ahead of
print). Além disso, outros trabalhos realizados com ovelhas demonstraram que
esses animais sdo muito doceis e bastante cooperativos (TAVAKOLI et al., 1998;
MCTAVISH et al., 2000; CERQUEIRA et al., 2007). Nesta pesquisa, a escolha das
ovelhas pareceu ser uma decisdo acertada visto que elas apresentam estrutura
Ossea e resisténcia apropriadas ao processo de distracdo osteogénica, tolerando
facilmente o procedimento e gerando dados confiaveis. Porém, sdo animais que
requerem uma equipe de veterinarios preparados, espaco fisico amplo, além de o

custo ser elevado.

Como o reparo tecidual, quando da distracdo de fragmentos 6sseos, depende
da preservacdo de um adequado suprimento sanguineo, procurou-se realizar 0s
procedimentos respeitando-se os principios fundamentais descritos por llizarov
(1989a, 1989b, 1990). Realizou-se corticotomia com maxima preservacao do
periosteo e do enddsteo; periodo de laténcia de cinco dias, de modo a permitir o
desenvolvimento 6timo do calo reparador; ritmo de distracdo 1mm por dia e
estabilizacdo dos fragmentos osteotomizados.

Nesta pesquisa, optou-se usar uma técnica de distracdo osteogénica ja
bastante utilizada na literatura (Diner et al., 1996; McTavish et al., 2000; Mattick et al,
2001; Glowacki et al., 2004) com um periodo de laténcia de cinco dias, frequéncia de

ativacao de uma vez ao dia e ritmo de 1mm diario.

O ritmo de alongamento corresponde a distancia que os cotos 6sseos sao
afastados diariamente, enquanto que a frequéncia refere-se ao numero de sessdes

em que o aparelho distrator € ativado até alcancar a extenséao diaria programada.
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No presente estudo, os parametros técnicos utilizados de laténcia, ritmo e
freqUéncia possibilitaram a formacao de tecido 6ésseo ao longo da faixa de distracéo,
comprovados pela andlise macroscopica das mandibulas, pelas tomografias
computadorizadas e pelas medidas de dureza da cortical éssea, ratificando ainda
mais esse protocolo.

A extensao de 15mm foi uma escolha arbitraria e tida como suficiente para as
avaliacbes propostas para esta investigacdo, visto que segundo Oda et al. (1998)
nado ha limite para a quantidade de ganho tecidual.

A estabilidade dos fragmentos a serem tracionados e do distrator sao
importantissimos. Quanto mais rigido € o conjunto “fragmentos ésseos/distrator”,
mais eficaz é a regeneracdo 6ssea e menor é a probabilidade de se desenvolver

uma pseudo-artrose (ILIZAROV, 1989a).

Apéds o término da distracao, o periodo de contencédo é utilizado para que o
tecido regenerado adquira a resisténcia bioelastica necessaria para resistir as forcas
de recidiva. Periodos com amplitude entre 2,4 a 10 semanas ja foram utilizados apo6s
a DO mandibular em humanos e em modelos animais (FABER et al., 2005).

A reducdo deste periodo de contencdo com remocao precoce do distrator é
gue baseia-se fundamentalmente o aprimoramento da técnica da distracdo
osteogénica. O tempo de contencdo, que é objetivo deste estudo variou para cada
animal. Nas ovelhas 1 e 2, utilizou-se tempo de consolidacdo ja consagrados na
literatura, sendo 30 dias e 20 dias, respectivamente. Nas outras trés ovelhas, o
tempo de consolidacdo foi reduzido ao méaximo, de forma n&o encontrada na

literatura para este modelo biol6gico, por um periodo de 13 dias.

O tempo de pés-operatdrio dos animais e a escolha de manté-los vivos por 60
dias ocorreu pela necessidade de ter um tempo habil para se testar a ocorréncia de
recidiva e principalmente porque trabalhos da literatura, como os de Friesen et al.
(1999); Pinheiro et al. (2001), utilizam esse tempo de 60 dias para avaliar
cicatrizacdo Ossea. Além disso, a prética clinica de cirurgides como Consolo et al.
(2000); zaffe et al (2002); Pastori et al. (2007), estabelece 60 dias apos a distracdo
osteogénica para dar sequéncia nos tratamentos posteriores, como instalacdo dos

implantes, movimentacdo dentaria e demais terapias.
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A DO envolve atividades metabdlicas potencialmente passiveis de
biomodulacédo pelo do uso da LLLT e sabe-se que ela pode acelerar a cicatrizacéo
do osso neoformado auxiliando a reduzir o tempo global desta terapéutica. No
entanto, sdo escassas as informacdes que relacionam a utilizacdo da LLLT ao
processo de DO (KREISNER - ahead of print).

Diversos estudos visando a biomodulagdo do tecido ésseo tém utilizado a
LLLT de espectro infravermelho. De forma geral, sua utilizacdo proporciona um poés-
operatério mais confortavel, além de promover beneficios no que diz respeito a
cicatrizacdo (SHAKOURI et al. 2010).

Nesta pesquisa, foi utilizado o laser GaAlAs (arseneto de gélio e aluminio)
com comprimento de onda de 830nm (infravermelho), devido a propriedade de
penetracdo tecidual maior que o laser vermelho. Os laseres infravermelhos possuem
uma maior penetragdo nos tecidos subcutaneos em decorréncia da sua baixa

absorcédo na agua ou nos pigmentos da pele (PINHEIRO et al., 2010).

Khadra et al., (2004) afirmam que estudos com o meio ativo GaAlAs, utilizado
nesta pesquisa, obteve um grande incremento nos Ultimos anos. Esse tipo de laser
possui uma alta penetracdo quando comparados a outros meios ativos e mostra-se

como uma excelente ferramenta na clinica diaria.

~

No que se refere a densidade de energia, Sommer et al. (2001)
acrescentaram que a determinacdo das melhores densidades de energia € um
parametro de importancia primaria na otimizacdo de efeitos bioldgicos positivos,
tanto para resultados clinicos quanto experimentais. Karu (1989) e Schindl et al.
(2000) relataram que a maioria das reacdes biologicas induzidas por LLLT situa-se
com densidade energia entre 1 a 50J/cm? por dia.

A importancia da escolha de um nivel adequado de energia tem sido
enfatizada por muitos autores (Bradley, 1997; Schindl et al., 2000; Al-Watban e
Zhang, 2001), mas a energia recomendada para a obtencdo de uma biomodulacéo
ideal varia muito na literatura. Nesta pesquisa, a densidade de energia aplicada foi
de 15J/cm?, por sessdo, subdivididos em trés pontos de 5J cada, e vai ao encontro
das especificacdes contidas no manual do fabricante para cicatrizacdo Ossea e
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também em outras publicacdes consultadas (Cerqueira et al. 2007; Pinheiro et al.

2008), com densidade energia de 16 J/cm? por sess&o.

Hall et al. (1994) discutiram que a poténcia ideal, biomoduladora positiva, da
LLLT deveria situar-se entre 1 e 50mW. Neste trabalho, com base na literatura
analisada - Weber et al. (2006); Blaya et al. (2008); Oliveira et al. (2008) - a poténcia
empregada foi de 50mW, apesar de Basford (1995) ter recomendado que a poténcia
nao ultrapassasse 10mw.

Parece ser necessaria a utilizacao e padronizacdo de densidades de energia
qgue privilegiem a biomodulacdo, empregando-se baixas poténcias, mas que néao
sejam por demais diminutas, a ponto de nao influenciar no processo de reparo
tecidual. Anneroth et al. (1988) irradiou os ratos de seu estudo com 0,5mW de
poténcia, ndo encontrando qualquer beneficio perceptivel com LLLT. Seus
resultados negativos poderiam ser explicados pela baixa poténcia empregada. Al-
Watban e Zhang (1995) ndo encontraram alteracbes no processo cicatricial quando
a intensidade foi variada entre 3,7 a 15,9mW.

A técnica pontual de irradiacao do laser sobre os tecidos estd de acordo com
Nicolau et al. (2003). Referida técnica foi eleita para ser empregada em decorréncia
da possibilidade de poder aproximar a ponteira do aparelho da éarea lesada,
exercendo leve pressdo sobre os tecidos, na tentativa de minimizar a reflexdo e com
0 objetivo de provocar um aumento mais expressivo da absor¢cdo de energia

depositada na area.

O protocolo de irradiagGes utilizado baseou-se em trabalhos anteriormente
desenvolvidos na PUCRS, nos quais a LLLT foi aplicada, nas amostras
experimentais, a cada 48 horas, totalizando oito irradiacbes. Tal protocolo foi
semelhante ao utilizado por Mendez et al. (2004); Weber et al. (2006); Rodrigo et al.
(2009).

Desde que Mester et al. (1971) publicaram o estudo pioneiro sobre a
biomodulacéo tecidual com LLLT, surgiram inUmeros trabalhos na literatura em que
os efeitos biolégicos da LLLT, frente ao processo inflamatorio e ao reparo 6sseo, tém

sido extensivamente investigadas. A revista de literatura realizada por Tunér e
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Christensen ([2002]), demonstrou que, na Odontologia, cerca de 90% dos artigos

referidos reportam efeitos positivos, tanto in vivo quanto in vitro.

Neste estudo, a andlise das imagens tomograficas, possibilitou conhecer o
grau de encurtamento 6sseo, devido a abreviacdo no tempo de consolidacdo. As
tomografias computadorizadas proporcionam informacdes detalhadas sobre a
qgualidade e a quantidade de osso nas areas distraidas. As mensuracdes em TC
proporcionam uma avaliagdo real das mudangas no crescimento e no
desenvolvimento, uma vez que representam uma anatomia fidedigna (CAVALCANTI
et al., 2004).

A ovelha 1 permaneceu 30 dias com distrator inativo, durante a fase de
maturacédo/consolidacdo 6ssea. No exame tomogréfico, observou-se um gap 6sseo
de 14,9mm. Entende-se que a contracdo foi de 0,Imm da area distraida,

considerada irrelevante.

A ovelha 2, 20 dias de periodo de maturacdo 6Ossea, apresentou uma
pequena instabilidade dimensional, visto que a TC mostrou um gap de 13,7mm.
Essa contragdo de 1,3mm do osso distraido também pode ser considerada um viés

da técnica de distracédo, ja que as ativacdes foram realizadas manualmente.

Por sua vez, os animais 3, 4 e 5, nos quais se reduziu ao maximo o periodo
de maturacao 6ssea e removeu-se o distrator precocemente, com apenas treze dias
de maturacao, houve uma contracédo 6ssea de 5 a 6mm. Todos os trés animais, com
tempo de maturagdo de 13 dias, tanto laser laténcia/ativagdo, laser maturacéo,
qguanto sem laser, apresentaram recidiva do crescimento 0sseo. Estes achados
confirmam dados da literatura, Tavakoli et al. (1998); Boccaccio et al. (2007), na qual

recomendam um periodo minimo de maturagdo de trés semanas até sete semanas.

Na aplicac@o clinico-cirargica em humanos, a retirada precoce do distrator
pode ser importante, se houver qualidade 6ssea e estabilidade dimensional. Com
base nos dados tomogréficos da presente pesquisa em modelo animal ndo humano
ovelha, tem-se como hip6tese que o periodo de contencdo, proximo de duas
semanas € insuficiente. Ja, de trés a quatro semanas, € satisfatério para a
consolidacdo éssea inicial, sem maiores riscos de recidivas, em casos de distracdo

osteogénica unidirecional, tornando desnecessario prolongar esta fase da distracao.
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E importante ressaltar que o tempo méaximo de consolidacdo dependera do tipo de

distracao realizada, do volume 6sseo, da area a ser alongada.

Outras propriedades importantes do tecido 6sseo, que se podem verificar
para determinar o grau de maturacdo 6ssea sdo dureza e médulo de elasticidade.
Segundo Ni et al. (2006), testes de nanodureza indicam a resisténcia de um material
a penetracdo e a deformacdo plastica. Testes de nanodureza revelam as
propriedades fisicas como: dureza, modulo de elasticidade aparente, deformidades e
diferencas residuais nas areas analisadas. Sabe-se que alguns fatores influenciam
na dureza: tipo de ligacéo, defeitos, impurezas, temperatura, estrutura cristalina,

tamanho e composic¢ao das estruturas.

A LLLT, segundo a literatura, Weber et al. (2006); Blaya et al. (2008),
promove rapidez e melhora na qualidade da cicatrizacao éssea, 0 que resultaria em
um 0sso com dureza e médulo de elasticidade o mais préximo possivel do 0sso
normal. No entanto, ndo existe consenso quanto ao protocolo de LLLT, no que diz
respeito ao tipo de laser, densidade energia , momento da irradiacdo e tempo do
tratamento. Nesse sentido, pode-se observar que, nesta pesquisa, a LLLT, com
comprimento de onda infravermelho, 50mw de poténcia, irradiacdo cutanea, trés
pontos de 5J/cm? por sessdo, foi benéfica apenas quando a irradiacdo dava-se no
periodo de maturacdo 6ssea. Quando este tratamento foi aplicado no periodo de
laténcia e ativacdo do distrator, houve uma diminuicdo da dureza e moddulo de

elasticidade, mostrando um retardo na mineralizacdo 6ssea.

Em nameros, a LLLT aplicada durante a fase de maturacdo 6ssea, no animal
4, conforme apresentada na Tabela 2, promoveu uma dureza de 414,4Mpa e modulo
de elasticidade de 12,3GPa. Estes dados vao ao encontro aos achados por
Cerqueira et al. (2007) que obtiveram resultados positivos na reparacdo e na
neoformacgédo 6ssea, em mandibulas tratadas com DO e LLLT na fase de maturacao
do osso.

A ovelha 5, controle, sem laser, apresentou dureza de 409,3MPa e modulo de
elasticidade 12Gpa. Essas propriedades fisicas do osso foram maiores que todos os
animais tratados com LLLT no periodo de ativacdo, mesmo tendo o periodo de

maturacdo 6ssea menor que as ovelhas 1 e 2.
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O menor modulo de elasticidade (8,77GPa) e dureza (308,4MPa) medidos,
foram na ovelha 3, distrator 33 dias e LLLT nas fases de laténcia e ativacdo. Essas
evidéncias levantam a hipétese que o tratamento com LLLT, durante a fase de
laténcia/ativacdo, nos protocolos utilizados nesta pesquisa, pode promover um
atraso na consolidacdo Ossea. Essa hipétese pode ser explicada pela marcada
presenca de areas de tecido cartilaginoso e de ossificacdo endocondral,
encontradas nos espécimes irradiados com LLLT no periodo de ativacao relatados
no trabalho de Cerqueira et al. (2007). Mas, diferentemente do que afirmam Miloro et
al. (2007), que sugerem que a LLLT (820nm, GaAlAs, 400mW) com irradiacéo de
seis pontos de densidade de energia de 6J/cm? na fase de ativacdo acelera o
periodo de consolidacao.

Todos os animais apresentaram dureza e modulo de elasticidade menor no
lado operado quando comparados a seus respectivos controles. Levando-se como
padrdo ouro que a dureza e médulo de elasticidade ideais, sdo aqueles do 0sso
normal, que nao sofreu o procedimento, pode-se afirmar que existe a necessidade
da consolidacdo 6ssea por mais de 60 dias para que 0 0sso atinja uma maturidade

semelhante ao osso normal.

Na literatura consultada, de acordo com os padrdes histologicos obtidos, a
distracao osteogénica apresenta-se com areas da maior mineralizagdo nas laterais e
uma zona central de osteogénese formada por tecido conjuntivo denso em atividade.
Alguns especialistas ainda observaram trés zonas distintas: uma de o0sso original,
outra de neoformacdo Ossea e uma terceira regido central mais fibrosa
(ZIMMERMANN, 2005).

Os Apéndices B apresentam todas as medidas obtidas ao longo de cada
bloco ésseo, para o lado distraido e lado controle de cada animal.

De acordo com as 34 afericbes do lado operado, pode-se perceber uma leve
tendéncia das zonas laterais (medidas das extremidades) apresentarem maior
dureza. Tais dados vao ao encontro dos padrées histolégicos obtidos por Komuro et
al. (1994), com areas da maior mineralizagdo nas laterais e uma zona central de
osteogénese formada por tecido conjuntivo denso em atividade. Nas demais zonas,
as medidas de dureza e médulo de elasticidade apresentavam-se bastante variaveis

ao longo da cortical, ndo tendo uma area central menos dura ou menos
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mineralizada. A dureza e o modulo de elasticidade sdo grandezas com
comportamento proporcionais entre elas, ou seja, quanto mais rigido um material,
maior € 0 seu médulo de elasticidade. Entende-se que, em distracdo osteogénica, o
moédulo de elasticidade deva ser o mais proximo possivel até atingir o modulo de
elasticidade do osso maduro normal. E desejavel que o osso neoformado pela DO
tenha um modulo de elasticidade proximo ao do osso maduro adjacente, para que
todo o osso tenha a mesma capacidade de absorver impacto e distribuir as tensbes

sem risco de fratura em um ponto especifico.

E importante enfatizar que a LLLT na fase de maturagdo do tecido 0sseo
pode ajudar no processo de remoc¢do precoce do distrator, o que ja foi constatado
em pesquisa anterior da equipe (Cerqueira et al. 2007), visto que a ovelha tratada
com LLLT, neste periodo, apresentou dureza e médulo de elasticidade maior que os
demais animais. Porém, quando o distrator foi removido com 13 dias, houve uma
instabilidade dimensional que geram uma contracdo do crescimento 06sseo,
causando recidiva. Zheng et al. (2008) estimam que somente na quarta semana de
consolidacdo, haja unido Ossea completa e corticalizacdo parcial no 0sso
neoformado por DO.

A nanoindentacdo é um teste capaz de captar as alteracdes do metabolismo
0sseo e, portanto, uma ferramenta adicional na avaliacdo da qualidade do osso em
procedimentos de distracdo osteogénica. Neste sentido, sugere-se que novas
pesquisas devam ser realizadas, com um maior nimero de animais e com diferentes
protocolos de LLLT, visto que os testes fisicos de nanodureza séo instrumentos de
alta precisédo para se conhecer a qualidade do osso neoformado e as tomografias
computadorizadas permitem aferir, apdés o periodo de maturacédo, a estabilidade
dimensional obtida.
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6 CONCLUSOES

O modelo experimental animal ndo humano ovelha escolhido, a sequéncia
cirdrgica e os procedimentos laboratoriais adotados demonstraram éxito na obtencéo
das propriedades fisicas do osso maduro e neoformado apés distracdo osteogénica
e LLLT, validando os testes de afericdo aplicados para andlise desta terapéutica. A
nanoindentacdo € um teste capaz de captar as minimas alteracdes do metabolismo
0sseo e, portanto, uma importante ferramenta na afericdo da qualidade do osso em
procedimentos de distracdo osteogénica. A LLLT com comprimento de onda
infravermelho (GaAlAs, 830nm), 50mW de poténcia, irradiacdo cutadnea com trés
pontos de densidade de energia de 5J/cm? por sessdo, totalizando 120J/cm? ao final
do tratamento, é benéfica quando aplicada no periodo de maturacdo do 0sso, pois
promove aumento da dureza e do modulo de elasticidade. Com base nas andlises
tomograficas, observou-se que o periodo de consolidacdo 6ssea deve ser de, no

minimo, trés semanas, para prevenir contracao do tecido 6sseo alongado.
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H\TRODU{;@O bucemazilofaciais com implantes ossecintegrados.
A DO utiliza aparelhos distratores implantados,

externamente on msta-osseos, com a finalidade de

A distracio osteogénica (DO} é uma
alternatva promussora e ji bem sedimentada nas
reconstrugdes Osseas facias, podendo serempregada
nos casos de deformudades congénitaq_, tranmas,
apos cimusgias onceldgicas e nas reabilitacdes

permitic crescimento O0sseo em local deformado,
estmulando os mecanismos reparadores do proprio
otganismo para reconstrugdo de tecidos moles e
duros (1, 2). A estabilidade a longo prazo dos
resultades obtidos pela DO ainda ndo esti bem
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docnmentada, exmiztindo relato: de instabibdade e
recidivas. Diante disso, objetiva-se acelerar o
processo de maturacdo Ossea e melhorar as
propriedades Hsicas do sitio 0sseo aloagade (3, 4).

A utilizagio da LLLT (Low Leve/ Laser
Therapy) tem usado amplas faizas do espectro de
haz visivel e infravermelha para melhorar o
processo de cicatrizacio, pelas suas qualidades
de estinmlo i vascularizagdo, 4 proliferacio de
fibroblastos e deposigio de coligenc (3). Estuda-
se a utilizacic do Jarer na biomodulacio do
processo milamatdrio e do reparo dsseo, por suas
propriedades fotoquimicas e fotobiolopicas na
suposicio de que proporciona maior rapidez na
cicatrizagio ossea, menor desconforto pés-
operatorio, menor quadro de edema pos-cirirgico
e melhor cicatrizacio tecidual ao paciente
submetido & cimrgia (6, 7).

A analize pelo método dos elementos
fenitos foi inicialmente desenvolvida nos anos 60
do seculo XX para resolver problemas estmitnras
na inddstria aeroespacial Desde entio, suas
aplicagdes tem sido estendidas para resolugio de
problemas que envelvam tensdes de forca e snas
respectivas interacdes (8, 9). Este método
preconiza a divisio da estrutura a ser analisada
em pequenos elementos [cujas reagdes de forga
sdo mais facilmente calculadas) com o objetivo
de viabilizar o calcnlo da reacdo da estrutura
inteira, por meio da combinacio das reagdes de
cada elemento (10).

O objetvo desta comunicagio preliminar
€ descrever a técnica cirirgica e a sequéncia
laboratorizal utilizados na obtencio de dados de
nanodureza e modulo de elasticidade,
representando propriedades do ozso e servindo
como dados de entrada para avaliar, por meio da
anilise de elementos finitos, a neoformacio
tecidual apos distragio osteogenica e LLLT em
modelo experimental animal

MATERIALE METODO

1. Projeto apzovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catalica do Rio Grande do Sul;

2. Amostra: cinco ovelhas fémeas, com
idade de 2 anos e peso compreendido
entre 40 e 45 quilos;

3. Anestesia geral e medicagio pré e
pos-operatoria, de acordo com
protocolo veterindrio da PUCRS;

4. Preparo & acesso cirMpico na regido

submandibular esquerda;

. Corticotomias com serra reciprocicante,
pelas faces medial e lateral da mandibula,
delimitadas a partir do ponto
cefalométrico Gonio, em direcio dregiio
do trifngnlo retromolar, nnidas pela
basilar e crista alveolar, na regtéo do
angulo mandibular.

6. Instalagio do aparelho distrator, fixado
por parafisos; perfiwaces com motor
rotacio; brocas com 2,0 mm de didgmetro,
sab refrigeracio abundante com solugéo
salina. Apos a instalacio do distrator, as
ootectonuaz sdo conchidas com o uso
de cinzéis retos para completar 2
separagio mandibular (Fipua 1)

. 3intese com fio de wpler monofila-
mento, 4-0, pontos izolados. Suturas
removidas aos sete dias.

8. Irradiacdio com aparelho Thera

Laser™, meio ativo GaAl (arseneto

Ln

de Gilio e Aluminio), com 830 nm,
devidamento calibrado. Aplicon-se
irradiacdo micial logo apos o técmine
dasuturae a cada 48 horas, totalizando
oito aplicacdes. Adoton-se por rotina
tres pontos de aplicacio de 5 J/em?,
totalizando 15 _].f::mz, na Poténc:ia de
35mW, em modo continuo, tempo de
2,23 minutos (Fignza 2).

FIGURA | - Aparelho distrator :nstalado
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FIGURA 2 - Aplicacio de laser

Protocolo para a distragio osteogénica

a) Periodo de laténcia — cinco |d.ias i1
ao 5% distrator osreogénicu Natvo,
apenas inspecionado e lugienizado
com Iodofor alcodlico a 1%

b} Periodo de ativagio — 15 dias (6° ao

207 primeira ativacio do aparelho

no 5° dia; avango de 1 mm por dia até

13 mm de extensio, ao final do

expencmento;

Periodo de maturacio dssea — 30 dias

(21® ao 50%): apés o periodo de

alongamento, manteve-se o aparelho

distrator em “silencio™ por 30 dias,
com o objetivo de consolidacio desea.

Decorndo o tempo de maturagio

0ssea, removen-se o dispositivo zob

anestezia local.

Tt

Apids 60 dias do procedimento cirfirgico,
oz animais foram mortos por meio de anestesia
profunda. As pecas foram dissecadas e
conservadas em glutaraldeido. Na sequéﬂcia..
obtiveram-se imagens das mandibulas (tomo-
grafias compntadonzadas), cortes axias, com
fatiaz de 0.5 mm; apds, foram analizadas no
laboratorio de Materiais e Nanociéncias — Grpo
de Estudos de Propriedades de Superficies e
Interfaces (GEPSI-LMMN) do Centro de P&D em
Fizsica do TECNOPUC.

Preparo dos espécimes

Seccionaram-se a5 pegas a0 meio,
utilizandeo-se nm mini-moter de corte (Proxzon™
50HZ; 1,0 A; 40W), dividinde a mandibula em
hemiarcadas. Em sepuida, osteotomizon-se no
sentido vertical a regiio do osso neoformado e
uma parte do osso antipo das demais dreas.
FProcedeu-se da mesma forma no lado
contralateral, obtendo-ze duas partes Osseas de
mteresse (lado operade e o lado controle).
Incluiram-se os espécimes em formas quadradas
pré-moldadas de PVC com resina de fibra de
vidro (10.228, fiberglars incolor). Apds tomada de
presa, foram cortadas axialmente com serra-fita
(3t1101, Starrett™) em tréz blocos, que foram
devidamente como lado controle oulado operado;
partes supedor, medial ou inferior (Figura 3).

FIGURA J - Inclosio em resina de fibra de widio e

seFmentos AXiais

Para obter as superficies perfeitamente
planas e polidas exipidas no teste denanomdentacio,
submeteram-se os blocos dsseos a polimento
sequencial de oito lixas d'igua (30, 150, 320, 400,
600, 1200, 2400 e 4000); nos intervalos,
submergiram-se az amostras em dgua zltamente
deionizada, em aparelho de ultrassom, durante
aproximadamente cinco minntos. O polimento com
as limas 600, 1200, 2400 e 4000 foi sob mma misturs,
{1:1), de propilenoglicol e dlcool isopropilico. A
secagem foi com gas rﬁtrogénio. Entre cada troca de
liza, contrelou-se a amostra no microscopio optico
(Olympus BX 60™), verficando a diregio dos
tracos do polimento e 2 nniformidade entre eles. Ao
final, poliram-se oz ezpécimes com pasta de diamante
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(DPPaste; Struers™) de 9 um, lum e Y5 um e
finalmente com sohgio de carboneto de silica e
dgna em politriz metalografica. Fotoprafaram-se
todas as pecas Oszeas em microscopio optico (30 x).
Realizou-se um mapeamento nas imagens,
identificando as regides a serem medidas com um
nanodurdmetro (Fignea 4).

FIGURA 4 - Fotomicrografia e demarcacio da drea de
nanoidentacio

Avaliacdo elistica e morfoldgica
do osso neoformado

Az propriedades mecinicas do osso
neoformado foram analisadas por medidas de
nanodireza e modulo de elasticidade, ntihizando-ze
um penetrador com pgeometria Berkovich e um
equipamento dinamicamente controlade (HV100 —
Fisherscope™) com resolugio de 2 Ew em
profundidade € 20 IV em carpa. Padronizou-se a
aplicagio da carpa de 50 #V, a cada 230 K, muma
linha sobre a cortical externa e interna, inicianda 0.3
mm antes e até (L5 mm apos z regiiio necformada,
permitindo mensurar as propoedades elasticas desde
0 0ss0 que sofren a distragio osteogénica até o osso
maduro normal da mandfbula (Figuea 5).

FIGURA 5 -Medele paa teste de nancudentacio

Oz dados obtido: por ensaio de
nanodureza, como dureza niversal e modulo de
elasticidade, forneceram propriedades do osso
para a construcic da malha de elementos finitos.

Parz a anilise por elementos finitos, a
sequéncj_ﬂ técnica descrita, ntilizada neste
trabalho, propde gerar modelos tridimensionais
(biomodelos) a partir de imapens tomograficas,
DICOM, no software Invesalins™ 2.0 (Figura 6).
A seguir, exporta-2e para o software Rhinocerus™
em formato compativel | stl] e realiza-se a etapa
de reconstrucio de superficie com ferramentas
especificas de enpenharia reversa (Fignra 7).
Utiliza-se as ferramentas CAD/CAM/CAE do
Pro/ENGINEER™ Wildfire 4.0 para analises
por elementos finitos.

FIGURA 6 - Beconstrngio 3D da: mandibulas de

ovelhas

FIGURA 7 - Modelagem da mandibula

Rev Clin Pesg Odontol. 2009 set/dez:5(3):303-308




100

Métode de obtencio de dados das propriedades elisticas do tecido
neoformado por distragdo osteogéncia para analise por elementos fnitos 307

DISCUSSAD

Segundo Ni et al. (11}, a nanodureza
indica a resisténcia de nm material 4 penetragio
e 4 deformacdo plastica. Experimentos
empregando nanodureza revelam as propriedades
mecinicas como: modnle de elasticidade
aparente, deformidades & diferencas residuais
nas dreas analisadas. Sabe-ze que alpuns fatores
inflnenciam na dureza: tipe de ligacio, defeitos,
impurezas, temperatura, estrutnra cristalina e
tamanho (12). Para Mehra e Fipueroa (1), a
distracio osteogénica (DO) é uma técnica
ciriggica que utiliza o2 mecanismos reparativos
do proprio corpo para reconstmcio de tecidos
molez e duros.

A estabilidade a longo prazo dos
resultados obtides pela DO ainda nic esta bem
documentada, existindo relatos de instabilidade
e recidivas (2). Diante disso, alguns autores
buscam acelerar o processo de maturagio Ossea e
melhorar as propriedades fisicaz do sitio osseo
alongado (13).

A determinacio das propriedades
elisticas do o:so e das tensdes mecinicas
desenveolvida: nesta estmitura € importante, ja
que diversos trabalhos de investigacio cientifica
téem evidenciado falhas no proceszo de
regeneragio Ossea. Em  substituicio a
determinacio de tensdes mecinicas v wivo, tem
se tormado cada vez mais frequente o emprego de
métodos computacionaiz comumente utilizados
na Engenharia, como o Método dos elementos
frnitos (MEF), para determinacio da distribuigio
de tensdes que ocorrem na estmtura Ossea.

O método dos elementos finitos
atnalmente € aplicado em cdleulo de distribuigio
de tensdes, forcas, deformacdes, principalmente
em superficies complexas. Neste sentido, a
nanchiotecnclogia € campo emesgente da Ciéncia
que tem o potencial para transformar a sociedade
através dos novo: conhecimentos; neste cazo,
possibilita uma MEF fidedigna, pois se testa e
obtém-se dados de entrada sem recorrer a padrdes
da literatura.
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) APENDICE B
APENDICE B — Escores aferidos durante os testes de nanodureza.
OVELHA 1
OPERADO CONTROLE
Dureza (MPa) Mdédulo Elasticidade (GPa) | Dureza (MPa) Mddulo Elasticidade (GPa)
1 578,8 15,0 671,4 18,2
2 629,5 11,5 716,5 17,5
3 327,6 7,6 634,5 17,5
4 2771,7 8,1 786,3 21,0
5 382,7 10,0 784,7 19,2
6 389,7 7,7 530,8 17,1
7 421,5 94
8 302,4 6,6
9 203,9 59
10 284,2 8,4
11 227,3 6,3
12 238,0 8,7
13 159,1 8,0
14 372,8 11,2
15 286,8 94
16 200,6 8,3
17 134,0 5,8
18 292,5 9,5
19 280,0 10,0
20 301,4 10,8
21 575,6 19,2
22 539,6 17,6
23 561,5 18,4
24 581,8 19,3
25 548,6 17,0
26 376,8 13,0
27 257,2 7,7
28 360,0 10,5
29 556,2 21,1
30 218,6 12,0
31 302,7 7,2
32 296,9 8,3
33 303,4 9,0
34 504,3 17,6
Média 360,99 11,06 687,37 18,42
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APENDICE B
OVELHA 2
OPERADO CONTROLE
Dureza (MPa) | Mddulo Elasticidade (GPa) | Dureza (MPa) | Mddulo Elasticidade (GPa)
1 637,8 17,8 431,8 16
2 654,5 20,2 457 16,8
3 314,9 10,2 650,2 20,6
4 286,2 10,6 586 17,8
5 226 9 668,70 18,90
6 260,4 8,9 589,5 18,5
7 4774 14
8 290,4 10,7
9 316,3 10,1
10 334,6 11,3
11 218,1 7,3
12 361,3 11,8
13 184 6,7
14 467,7 134
15 324,5 99
16 236 8,1
17 357,5 12,3
18 315,6 10,6
19 271,8 8,3
20 507,7 13,6
21 335 10,1
22 485,8 13,2
23 253,4 7,8
24 412 10,2
25 283,1 5,7
26 294 10
27 282,3 94
28 202,3 6,3
29 374,3 10,3
30 2429 9,5
31 267,9 99
32 351 12,6
33 343,3 12,8
34 648,7 18,8
Média 347,79 10,92 563,87 18,1
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APENDICE B
OVELHA 3
OPERADO CONTROLE
Dureza (MPa) | Mddulo Elasticidade (GPa) | Dureza (MPa) | Mdédulo Elasticidade (GPa)
1 373,6 8,8 616,7 16,8
2 519,7 11,2 496,4 18,1
3 4234 9,2 818,4 22,9
4 285,5 5,8 654,3 16,9
5 337,2 8,5 842,1 22,9
6 274,5 6,9 813,4 19,1
7 267,5 7,1
8 366,3 7,6
9 1442 4.8
10 225,5 6,4
11 176,5 6,1
12 2745 7,6
13 146,5 4
14 215,6 6,2
15 95,6 2,5
16 139,6 3,5
17 385,8 9,8
18 1448 6,6
19 128 3,2
20 267,6 9,8
21 260,1 11
22 533,8 14,6
23 642,1 16,2
24 560,7 15,7
25 302,3 10,1
26 350,4 10,6
27 177 6,4
28 325,1 114
29 2334 5,2
30 154,4 3.9
31 2119 4,6
32 403,7 141
33 631,5 21,7
34 508,9 17
Média 308,45 8,77 706,88 19,45
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OVELHA 4

OPERADO

CONTROLE

Dureza (MPa)

Médulo Elasticidade (GPa)

Dureza (MPa)

Médulo Elasticidade (GPa)

1 479,4 14 538,5 16,4
2 498,6 15 271,2 10,4
3 2754 96 705 22,3
4 312,4 9,2 7476 22,4
5 257,1 83 626,6 18,4
6 341,7 9,4 732,8 22,8
7 4152 13,1
8 625,5 18,7
9 461,7 13
10 156,6 7.4
11 203,7 74
12 145,2 3.1
13 320,3 10,8
14 4533 12,3
15 230,7 7
16 3775 10,8
17 233,2 8,4
18 148,6 58
19 480,4 12,3
20 225,7 75
21 320,9 85
22 355,3 93
23 231,2 88
24 495,3 16,5
25 625,5 19,1
26 382,3 11,8
27 737,9 20,8
28 268,8 95
29 351,4 10,6
30 861,9 25,2
31 4755 13,3
32 788,7 20,6
33 7387 18,3
34 815,9 24,8
Média 414,46 12,36 603,62 18,78
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APENDICE B
OVELHA 5
OPERADO CONTROLE
Dureza (MPa) Mddulo Elasticidade (GPa) | Dureza (MPa) | Modulo Elasticidade (GPa)
1 4432 13,5 614,8 15,3
2 19,8 3,1 695,4 20,2
3 128,6 59 563,5 19,1
4 273,1 9,6 726,6 22,5
5 99,5 3,1 397,4 15,6
6 206,1 4,1 666,1 20,6
7 473,7 12,5
8 402,8 10
9 67,6 2,1
10 363,3 10
11 574,1 144
12 151,7 2,8
13 2715 8,4
14 390,7 10,1
15 464,8 12,6
16 415,6 10
17 326,3 115
18 160,2 6,8
19 378,2 11,6
20 199,8 91
21 471,5 13,6
22 471,2 141
23 443,3 11
24 456,8 12,7
25 390,60 14,8
26 794 22,3
27 509,1 18,8
28 744,2 18,7
29 730,1 19,7
30 685,2 19,1
31 513,2 16,7
32 765,4 20,6
33 427,6 159
34 704 195
Média 409,32 12,02 610,63 18,88
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ANEXO A

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 0219/07-CEP Porto Alegre, 12 de margo de 2007 .

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesguisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 06/03522, intitulado:
‘Andlise dimensional e molecular da agdo do laser na distragdo osteogénica

em ovelhas".

Sua investigacdo esta autorizada a partir da
presente data.

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

Prof. Or. & Roberto Goldim
COORDENADOR DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Marilia Gerhardt de Oliveira
N/Universidade

Campus Central
PLIC’“{S Av. Ipiranga, 6690 - 3%ndar - CEP: 90610-000
E . Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br

www.pucrs.br/prppg/cep
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ANEXO B

g, Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD
PLK:I 1 C COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 075/08-CEUA Porto Alegre, 23 de outubro de 2008.

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou seu
protocolo de pesquisa, registro CEUA 08/00040, intitulado:
“Avaliacdo por nanodureza, xrf e xrd do osso mandibular de
ovelhas submetidas a distracdo osteogénica”.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da presente data.

Relatdrios do andamento do projeto devem ser entregues a este
Comité.

Atenciosamente,

Q#Wu'b T
rofa. Dr. Anamaria Reiljo
Conﬁeenadara do CEUA - PUCRS

IlImo. Sr.

Prof. Dr. Roberto Hibler
Labaratério GEPSI - TECNOPUC
N/Universidade

PUC S Campus Central

Av. Ipiranga, 6680 - 3%andar sala 314- CEP: 90610-000
Fone/Fax: {51) 3320-3345
E-mall: ceua@pucrs.be



ANEXO C

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

N7
e

Data 13/09/05

MEDIDA DE IRRADIANCIA ESPECTRAL E IRRADIANCIA

1. REQUERENTE

Razido 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

2. DESCRICAO DOS ITENS ENSAIADOS li],m ',,»":"“\ "~

]

A tabela 2.1 identifica as duas fontes lasers ﬁ:}smfﬁks do t;eg\ﬁ!qte e'qulpamegf*"*'

- Marca: DMC. / g >
- Modelo: Thera Laser. 4 F % \ {:’&\» y A,./ff
- Tensdo: 127 V. / j_‘-/ . N\ N
- Nimero de série: I‘L‘aROZaQi’ ‘;"' /«‘ N N\, “ T
"’a, > N “‘*:;_,
2.1 Tabela de Identificagio: q"‘*-ﬁ___’ WV /S ""’e\% 4
T %\L j;/..»- N 4"‘:
Codi | T Tipe . Poténcia Obs.
00061EL/05 — 01 Fonte LaserVis L 35mW
00061E1/05 — 02_]._/Fonte Lager IR 100 mW

[T e N

y
|

1 Iﬁfomaqoe‘gfomeciﬂq‘:; pelo ;?Luerentc \.".'f:;& \"“\\,‘v_f?f
i
|
3. INSTRUI;}EPTTO D Eml)j /

-E spectrorradlomc : Detecgio cspecm}]yéﬁtrc 250-1100 nm em intervalos de 1 nm, com largura
de banda nio exceden a.ég nm.
- Certificado de Calibracio n® 506074717 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) em.
- Intervalos de medida: 400 - 800 nm e 750 - 1100 nm.

20—
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104 Fone: (51) 3310-3681
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS ~ Brasil Fax: (51)3320-3616

Home-page: www. pucrs.br/glr  E-mail: gfr@pucrs.br CNPJ 88630413/0002-81
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LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 23
GRUPO DE FISICA DAS RADIAGOES - GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERAGAO DA RADIACAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

Continuagio Data 13/09/05
5. RESULTADO DAS MEDIDAS ™

Tabela com Valores da Trradiincia Difusa ¢ Espectros das fontes identificadas pelo cidigo da
Tabela 2.1.

5.1 Tabela de Irradiincia Difusa e Comprimento de Onda:

o Comprimento Irradidncia
Cédige de Onda Difusa
00061E1/05 — 01 683 nm 2,87 Wm™
0006IEI/05 — 02 829nm |~ Wm
7
5.2 Anexo I: Espectros da Irradiincia Espectral Di ”:x Comprimento d& Onda, para as fontes de
radiagio identificada pelo codigo da Tabela 2.1. }/“ \ |
/ |
\ / i
2] Obs es: r o~
2] ervacoes \\‘\ / "*’n,,ﬁ_‘\“
- Incerteza das medidas: 251400 nm : £+ : % 3.3:20; 900-1000: £ 5.1%; 1000 1100: + 8. D"/u
- Para as medidas de irradiancia de bam:lr 5 idos, entre outro$) serd“actescida ao codigh da fonte
empregada a seguinte identificagio: letra i i B para segunda e assimi;sucessiyamente,
- Hsse relatorio espectrorradiométric 1 stras identificadas na Tab(_ a 2.1, nio sendo

N 2 ' N
Esclarecimento: Jf_\‘».. ’“’? X\ \

O presente Relatorio Fgﬁectm omcé&g n” 0006] — GFR esta inserido na rede de convénio-
cooperagio desse Laboratbno ¢ém o _solici dess ervigo. Co cmsequcm:m toda divulgacio dessas medidas
crigio: ¢ ado

devera ser acomp a com a ¢ concedidos #pelo Grupo de Fisica das Radiagdes (GFR-
PUCRS)”. | : "g\ y
\ <\ A_a‘)
A\ \ L
\\ f Porto Alegre, 13 de setembro de 2005.
5, : Hf
uk /
hk 7
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 886304130002-81
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+& LABORATORIO DE IRRADIAGAO E RADIOMETRIA 33
i, GRUPO DE FISICA DAS RADIACOES - GFR

4 NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

Continuagio Data 13/09/05
ANEXO I (3/3)
o777 T T

B

o+ Medida de Irradiancia Difusa

£ 24 g
T

i

]

2

@«

B

£

0,0 T T T T
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Comprimento de Onda[nm]
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