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“Nao vés que somos viajantes?

E tu me perguntas:
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Eu respondo com uma palavra: € avancar!
Experimentais isto em ti
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Para que sejas um dia aquilo que ainda nao és.
Avanca sempre! Nao fiques parado no caminho.”

Santo Agostinho



RESUMO

O tratamento de diversos cistos e tumores odontogénicos muitas vezes € associado
a terapias adjuvantes que visam minimizar as taxas de recidivas e otimizando o
prognostico. Muitos sdo os meétodos estdo disponiveis na literatura, porém a
laserterapia de alta intensidade ainda nao foi amplamente estudada sob esse
ambito. A palavra “LASER” é um acrénimo de Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation. A utilizacdo de lasers na odontologia tem sido reconhecida na
literatura e tornou-se uma ferramenta importante dentre as opc¢des terapéuticas dos
cirurgides-dentistas. O uso dos lasers evoluiu consideravelmente nos ultimos anos e,
atualmente, existe uma grande variedade de equipamentos utilizados com sucesso
para varias situagdes clinicas. O laser diodo € um deles e possui varias aplicacdes
dentro da Odontologia. A literatura sobre esse tipo de laser é vasta, mas ndo ha
consenso quanto a penetracao do laser diodo em diferentes tecidos e as alteragbes
teciduais causadas por essa radiagao. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
teciduais e a penetracao do laser diodo em tecidos mole e ésseo de coelhos Nova
Zelandia e investigar se os resultados obtidos podem contribuir para a utilizagao
desta terapia no tratamento de lesées da cavidade bucal. Foi realizado um ensaio
clinico experimental com 18 animais ex vivo. Apés a eutanasia, foram obtidas
amostras de tecido mole da mucosa jugal e tecido ésseo mandibular de cada animal,
sempre em bilateralidade. Apoés a obtencao dos tecidos, foram realizadas
demarcacgdes das areas que seriam submetidas a aplicagao do laser diodo, ajustado
em 4,5W, em tempos diferentes (G1 e G2). Foram obtidas 08 amostras de tecido
mole e 08 amostras de tecido 6sseo, de cada grupo (G1 e G2). Essas amostras
foram analisadas histologicamente. A analise descritiva dos tecidos moles revelou
que os tecidos moles submetidos a acdo do laser em tempo maior (G2)
apresentaram maior dano tecidual. A profundidade média de penetracdo do laser
nos tecidos 6sseos foi de 13,52 ym (G1) e de 10,32 ym (G2). A analise estatistica
dos tecidos duros nao revelou diferenga significativa (p = 0,123) em relagdo a
profundidade de penetragdo da radiacao laser entre as diferentes intensidades de
aplicacao do laser.

Palavras-chave: Lasers. Lasers semicondutores. Cistos odontogénicos. Epitélio.
Tecido conjuntivo. Osso.



ABSTRACT

Penetration and tissue changes caused by high intensity level laser on soft
and hard tissues of the mouth

The treatment of several odontogenic cysts and tumors is commonly associated with
an adjuvant therapy, aiming for lower recurrence rates and a better prognosis. There
are some related methods however, to our knowledge, the high intensity lasertherapy
was not studied fully on this matter. “LASER” is an acronym for Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation. The use of laser in Dentistry is being recognized in
the literature and become a useful therapeutic tool among professionals. This
technology has evolved considerably over the past few years and nowadays a wide
variety of laser types of equipment is being used for several purposes. The diode
laser is one of this emerging tool e has great applicability in Dentistry. The literature
about this type of laser is wide but there is no consensus about its penetration in
different tissues, as well as the effects caused by laser-tissue interaction, are not
fully understood. The aim of this study was to evaluate the laser effects on tissues
and its penetration in both soft and hard tissues of New Zealand rabbits, in order to
investigate if the results could contribute for using this therapy on mouth lesions
treatment. It was realized an experiment with 18 animals ex vivo. After the
euthanasia, the samples of oral mucosa and mandibular bone, bilaterally, were
acquired. The tissues were marked in areas for receiving the laser therapy in two
different periods (G1 and G2). The equipment was set in 4.5W. It was obtained 08
samples of each irradiated tissue for histological evaluation. Descriptive analysis
revealed that soft tissues of G2 (higher energy of laser) presented bigger tissue
damage. The depth of laser penetration on the bone tissue was analyzed and
resulted in measurements of 13,52 ym (G1) and 10,32 ym (G2). Statistical analysis
of bone samples did not reveal a significant difference (p = 0,123) between G1 and
G2 regarding laser penetration on evaluated tissues.

Keywords: Lasers. Lasers, Semiconductors. Odontogenic cysts. Epithelium.
Connective tissue. Bone.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Dissecac&o da mucosa jugal.............c.coooiiiiiiiiiii e 26
Figura 2 - Dissecag&o do osso mandibular.................cooiiiiiiiin 26

Figura 3 - Delimitagdo das mucosas jugais para demarcagéo (com punch) da area a

SEIIMAQIAAA. ... 27

Figura 4 - Perfuracdo do osso mandibular, com broca cilindrica 2.8 mm, para

demarcagao da areaa serirradiada..............cccoiiiiiiii i 27
Figura 5 - Tecidos 6sseo e mole prontos para receber a radiagao laser................ 28

Figura 6a - Aplicagdo do laser até atingir o parametro clinico de escurecimento do

0 1= 0 29
Figura 6b - Vista aproximada da aplicagao do laser sobre o tecido 6sseo............. 29
Figura 7 - Delimitagéo distal para secgédo do osso mandibular............................ 30

Figura 8 - Corte histolégico (aumento 40x) do tecido mole, corado em Hematoxilina

e Eosina (HE), representando o controle negativo...............c.cooiiiiiiiiiiiiiiiinenen. 35
Figura 9 - Corte histologico (aumento 100x) do tecido mole, corado em
Hematoxilina e Eosina (HE), representando o dano tecidual grau 1...................... 36

Figura 10 - Corte histolégico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 2. 37

Figura 11 - Corte histologico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 3 (quadro amarelo) e grau 2 (setas brancas....38

Figura 12 - Corte histolégico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 4...... ..o 39

Figura 13 - Corte histolégico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,
representando o dano tecidual grau 5. 40

Figura 14a - Corte histologico (aumento 40x) do tecido 6sseo, corado em HE,

representando a perfuracao realizada com broca 2.8 mm..............ccoeveeiiiiiiiinann. 43



Figura 14b - Corte histologico (aumento 100x) do tecido 6sseo, corado em HE,
evidenciando as medidas as margens do tecido 6sseo, indicando dano tecidual pelo
LS (G ). 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Distribuicdo das amostras de tecidos moles, considerando o grau de dano

tecidual causado Pelo IaSer........oouiii i, 34

Tabela 2 - Dados das energias aplicadas sobre os tecidos moles, no momento da

aplicacao do laser. Dosimetria média: 96,37J .........coooiiiiiiiii 41

Tabela 3 - Dados das energias aplicadas sobre os tecidos 6sseos, no momento da

aplicacao do laser. Dosimetria média: 74,18J.........coiiiiiii 42

Tabela 4 - Medida de profundidade de penetracdo do laser diodo. Medidas obtidas
através da avaliacdo microscépica do dano tecidual causado pela agao do laser

diodo sobre os tecidos 6sseos de coelhos Nova Zelandia...........coooviiiiiii ... 44



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AVMA - American Veterinary Medical Association

CO - Ceratocisto Odontogénico

CO: - Di6xido de Carbono

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
EPIs - Equipamentos de Protecao Individual

Er: YAG - laser de Erbio YAG

EUA - Estados Unidos da América

FDA - Food and Drug Administration

KTP - laser de Potassio-Titanio-Fosfato

LASER - Light Amplification by Stimulated Emition of Radiation
Nd: YAG - laser Neodimio YAG

SC - Solugao de Carnoy

SPSS - Statistical Package for the Social Sciences

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

YAG - Yttrium-Aluminum Garnet (Granada itrio Aluminio)



SUMARIO

T INTRODUGAOD ...ttt eaeneene e 16
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 18
P2 I =TT =T DT Yo [ PP PPPRRUURRPR 18
S JUSTIFICATIVA ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e s e s s e nnnes 21
A HIPOTESES ... oottt 22
BOBUETIVO ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaann 23
5.1 ODJELIVO GEIAl ... .. e 23
5.2 ODbjetivoS €SPECITICOS ....uuuiiiiiiiiiiiiiii et 23
6 MATERIAIS E METODOS ..ot 24
6.1 CoNSIAErages EtICAS........ccciiiiiiieiiiierie e e e e e e e e e eeaeaes 24
6.1 Desenho de €StUAO.........ueiiiiiiiiiiiee e 24
L2 Y o] 1 = PRSP 24
6.3 Procedimento CIFUMGICO .......cuiiiiiiiiaiiiiiei ettt 25
6.4 Métodos de avaliaCao ...........oeeiiiiiiiiiiiieeeeee e 31
7 ANALISE ESTATISTICA. ....oeeoeeeeee ettt 32
B RESULTADOS ... .. e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaeeaeaeseaaannnns 33
O DISCUSSAD ...ttt ettt ettt et e st aenn e e 45
10 CONCLUSAO ...ttt eae e 48

APENDICE A - Submissdo de artigo no international journal of oral and

maxillofacial SUFGETY .........ccooiiiiii e 54



ANEXO A - Parecer da CEUA-UFMG

15



16

1 INTRODUGAO

O tratamento de diversas entidades patoldgicas recidivantes da cavidade
bucal tem como objetivo complementar a redu¢do do risco de recorréncia. Muitos
sdo os métodos adjuvantes, disponiveis atualmente na literatura, que visam o auxilio
ao tratamento de cistos e tumores odontogénicos. Estdo bem descritos terapias
como a crioterapia (SCHMIDT, 2003), drogas antimetabdlicas (LEDDERHOF et al.
2016) e a Solugdo de Carnoy (VOORSMIT, 1984; HAQ et al.,, 2016, LEE et al.,
2004). Sendo essa Uultima, muito relacionada a adjuvancia no tratamento de
Ceratocistos Odontogénicos (COs). Dentre os métodos terapéuticos mais comuns
para o tratamento do CO, pode-se destacar a marsupializagdo, a enucleagao
associada a alguma terapia adjuvante e resseccdo (STOELINGA, 2005;
ALMORAISSI et al., 2016; LEUNG et al. 2016; GUPTA et al., 2016).
Independentemente do método, todas as terapias visam a diminuigcdo das taxas de
recidiva através da eliminacdo do componente cistico epitelial, sob a forma de
microcistos e ilhas de epitélio, que podem dar origem a uma nova lesao
(STOELINGA, 2005). O acompanhamento minucioso (clinico-imaginolégico) é
essencial para a detecgao de recidivas em tempo breve, otimizando o progndstico
do tratamento (CUNHA et al., 2016).

LASER é um acrdénimo para Light Amplification by Stimulated Emition of
Radiation. O laser se diferencia de outras fontes de luz devido as suas
caracteristicas de coeréncia, monocromaticidade, alta poténcia e colimacdo. Existem
varios tipos de lasers de diferentes poténcias e caracteristicas disponiveis

atualmente.

Dentre aqueles de interesse do nosso estudo, destacam-se os lasers
cirargicos de CO2, Neodimio-itrio-Aluminio-Garnet (Nd:YAG), potassio-titanio-fosforo
(KTP) e os lasers diodo. Cada tipo de laser ira desencadear um efeito tecidual de
acordo com as caracteristicas da radiacdo e do tecido-alvo (CARROLL e
HUMPHREYS, 2006; ROMEO et al., 2007). Sabe-se que alguns lasers podem
desencadear necrose tecidual, que pode ocorrer em diferentes profundidades de
acordo com o tipo de laser e a poténcia do aparelho, assim como a interacdo da
radiacdo com o tecido (CARROLL e HUMPHREYS, 2006).
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Os lasers diodo utilizam elementos em estado solido (ex.: galio, arsénio,
aluminio, indio) que visam a producado de energia luminosa a partir da energia
elétrica dos atomos dos referidos elementos (KRAVITZ e KUSNOTO, 2008). A
irradiacdo pelo laser diodo apresenta alta absor¢cdo e pequena profundidade de
penetracdo. Devido a sua pouca absor¢do aquosa, a radiacdo do laser diodo €
capaz de penetrar de 4 a 5mm em tecidos moles e pode gerar calor com capacidade
de coagulacdo a uma profundidade de 7 a 10 mm (ANGIERO et al., 2008). Tendo
em vista o potencial de necrose do laser e de sua boa penetracdo nos tecidos,
supde-se que ele possa ser um adjuvante no tratamento de diversas lesdes da
cavidade bucal, considerando-se as seguintes capacidades: de corte que produz
cicatrizacdo tecidual satisfatéria (AMARAL et al., 2015; HAVEL et al., 2014); de
coagulacdo que possibilita o tratamento de malformagdes vasculares (GENOVESE
et al., 2010); de boa absorcao pela melanina como um dos principais cromoforos do
laser diodo, o que possibilita a remogao de lesdes pigmentadas (DESIATE et al.,

2009); pelo potencial de corte, atividade bactericida e pequena dimenséo da fibra do

aparelho, facilita o tratamento de lesdes e afec¢cdes dos tecidos periodontais
(DESIATE et al., 2009; EUZEBIO-ALVES et al., 2013; ISOLA et al., 2017).

Até o momento, ndo ha trabalhos descritos na literatura que evidenciem a
penetracdo do laser diodo de alta intensidade nos tecidos moles e duros da
cavidade bucal. Desse modo, se faz necessario conduzir uma avaliagdo da
profundidade de penetragdo do laser nos referidos tecidos, a fim de que se

obtenham parametros para estabelecimento de protocolos aplicaveis clinicamente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Laser Diodo

A utilizacdo de laser para tratamentos cosméticos e de determinadas
lesbes tem sido reconhecida na literatura e tornou-se uma ferramenta importante
dentre as opgdes de tratamento utilizadas por cirurgides-dentistas. A ciéncia fisica
dos lasers baseia-se na atividade de elétrons e em sua habilidade em absorver e
armazenar energia (ROMEO et al., 2007; DESIATE et al., 2009; ROMEO et al.,
2010; GUPTA, 2011).

Guttenberg e Emery (2004) ressaltam a existéncia de cromoéforos, que
sdo compostos que absorvem a luz como: agua, hemoglobina e melanina. Quando a
pele ou a mucosa sao expostas a radiagcao de laser de CO2, 0 componente aquoso &
aquecido até a ebulicao e as proteinas se desnaturam. A profundidade do dano ao

tecido é diretamente proporcional a dose de irradiagao utilizada.

O uso dos lasers evoluiu consideravelmente nos ultimos anos. Os estudos
se iniciaram com o laser de CO2, mas atualmente, existe uma grande variedade de
equipamentos com comprimentos de onda unicos e que tém sido instituidos com
sucesso para varias aplicagbes e tipos de tecidos (WLODAWSKY e STRAUSS,
2004).

De acordo com o comprimento de onda ()\) e a absor¢ao da energia pelos

cromoforos biologicos, os lasers sdo empregados para diferentes necessidades
clinicas. Podem ser utilizados de duas formas distintas em relagdo as caracteristicas
de emissao: para incisdes, 0 modo continuo deve ser empregado, de maneira que a
energia se concentre em pequenas areas de 0,1 a 0,5 mm; e para ablagdo, quando
a energia é aplicada de modo mais amplo, areas de 1 a 5 mm sdo atingidas. A
energia total depositada nos tecidos depende do tempo de aplicagao e da poténcia

do emissor, sendo que essas caracteristicas determinam os diferenciais entre os
tipos de laser (NEUKAM e STELZLE, 2010).

Os principais lasers disponiveis atualmente sdo os mencionados abaixo:
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- Neodimio-itrio-Aluminio (Nd:YAG / A: 1064 nm): é pobremente absorvido
em agua e seletivamente absorvido pela hemoglobina. E capaz de penetrar em até
10 mm nos tecidos (através da técnica de Fotocoagulagédo), sendo muito utilizado
no tratamento de lesdes vasculares. (VESNAVER e DOVSAK, 2009);

- Dioxido de carbono (CO2/A: 10.600 nm): é um excelente laser, devido
as propriedades de minima dispersdo, rapida vaporizacdo do tecido, excelente
absorcdo pela agua e danos insignificantes aos tecidos. E um laser de precisao,

muito utilizado para produzir incisées com boa hemostasia (ROMEO et al., 2007);

- Erbio-itrio-Aluminio (Er:-YAG / A: 2940 nm): possui boa absorcéo pela
agua, profundidade de penetragéo limitada, causando poucos danos aos tecidos
adjacentes (NEUKAM e STELZLE, 2010);

- lon argénio (A: 488 nm): laser de pequeno comprimento de onda,

utilizado para fotocoagulacao de pequenos vasos (GREEN et al., 2011);

- Potassio-Titanio-Fosforo (KTP / A: 532 nm) utilizado para tratamento de
leucoplasias, devido a sua boa penetracdo e espalhamento nos tecidos
adjacentes, mostrando-se mais efetivo na prevencdo de recidivas dessa lesao
(GREEN et al., 2011). Além disso, € amplamente indicado para o tratamento de

mal-formagdes vasculares por apresentar especificidade pela hemoglobina
(MIYAZAKI et al., 2009);

- Laser diodo (A : 805-980 nm): € bem absorvido pelo tecido gengival e
pode ser utilizado para descontaminacdo de implantes e tecidos periimplantares
(STRAUSS e FALLON, 2004; GREEN et al.,, 2011), na realizagao de cirurgias
periodontais e no tratamento de lesdes como cistos periodontias laterais (ISOLA et
al., 2017) e hiperplasias gengivais (GREEN et al., 2011; AMARAL et al., 2015).
Além disso, é amplamente utilizado no tratamento de anomalias vasculares
(TORRES et al., 2010; JASPER et al., 2015).

O laser diodo é pobremente absorvido pela agua e seletivamente
absorvido pela hemoglobina (ANGIERO et al., 2008). Devido a sua pouca absorg¢ao
aquosa, é capaz de penetrar aproximadamente 4 ou 5 mm (HERNANDEZ-DIVERS,
2002; ANGIERO et al., 2008). Uma vez infiltrado no tecido, o laser pode gerar calor
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com capacidade de coagulagdo a uma profundidade de 7 a 10mm, processo
denominado de Fotocoagulacdo. Sua energia € liberada através de uma fibra 6ptica,
com uma energia de 2,5 a 6W, em modo continuo por 5 a 10 segundos de

exposi¢cao, por meio da técnica de Desidratacdo Forgada com Fotocoagulagao
Induzida (DFFI), sem contato com o tecido-alvo (mantida a uma distancia de 2 a

3mm) (ANGIERO et al., 2008).

As principais complicacdes relacionadas a terapia com laser diodo estao
relacionadas a transferéncia de energia aos tecidos vizinhos. E preciso ter cautela
com membranas mucosas, pele e estruturas nobres (ex.: nervos) nas proximidades
da regido-alvo do tratamento (ALVAREZ-CAMINO et al., 2013), uma vez que pode
ocorrer dano a mucosa de recobrimento, necrose tecidual, dano neural e estenose
de glandulas (ANGIERO et al., 2008).

Fisher et al. (2001) atentaram para os cuidados com a utilizagdo dos
lasers e ressaltaram o risco de necrose ou carbonizacao dos tecidos se a radiagao
for aplicada diretamente sobre os tecidos, sem o auxilio da fibra éptica. Os autores
sugerem que podem haver efeitos sistémicos adversos relacionados diretamente a
fotocoagulacao intralesional (hipercalemia, hemoglobinemia, leucocitose, dentre
outros), que podem dificultar a recuperagao dos individuos nos casos de lesbes de
grandes dimensdes e tratamentos mais complexos. Nesses casos, 0 manejo pos-

operatorio pode exigir antibioticoterapia e a avaliagdo de hemograma e ionograma.

A irradiacdo do laser diodo apresenta alta absor¢cdo e pequena
profundidade de penetracédo. Sugere-se que o comprimento de onda do laser possa
ser transmitido ao osso medular apds sua interacdo na superficie &ssea
(GOHARKHAY et al., 1999).

Tendo em vista o potencial de necrose e penetragdo nos tecidos
(GOHARKHAY et al., 1999; HERNANDEZ-DIVERS, 2002; JAYASREE et al., 2009),
apesar de nao haver na literatura citacbes sobre a laserterapia aplicada no
tratamento de lesdes recidivantes, supde-se que o laser poderia ser um adjuvante
no tratamento de tumores odontogénicos, diminuindo o potencial de recidiva, uma
vez que causaria a necrose dos remanescentes patolégicos que poderiam

influenciar uma recorréncia.
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3 JUSTIFICATIVA

O laser, pelo seu potencial de penetracdo mais profunda e estimulacao de
necrose tecidual, pode ser considerado uma terapia valida no tratamento de diversas
lesbes da cavidade bucal. Entretanto, o potencial de penetracdo desse tipo de
radiacdo, bem como os efeitos causados por ela, ainda ndo foram amplamente
estudados. Este trabalho visa a obtengcao de paradmetros quanto a profundidade de

penetracéo do laser diodo e os efeitos teciduais decorrente de sua aplicagao.
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4 HIPOTESES

- O laser, através do aumento da temperatura, gera desidratagdo e/ou

desnaturagao de proteinas que levam a necrose tecidual,;

- O laser apresenta profundidade de penetracédo suficiente para atingir

camadas internas do tecido 6sseo.
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5 OBJETIVO
5.1 Objetivo geral

Avaliar as alteragdes teciduais e mensurar a penetracao do laser diodo
em tecidos mole e 6sseo de coelhos Nova Zelandia.

5.2 Objetivos especificos
a) Avaliar a profundidade de penetragdo do laser diodo em tecidos
moles;
b) Avaliar a penetracao tecidual do laser diodo em tecidos 6sseos;
c) Mensurar a penetragao tecidual do laser diodo em tecidos 6sseos;

d) Avaliar e caracterizar as alteragcdes teciduais (mole e 6sseo) causados

pelo laser diodo.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Consideracgoes éticas

Esta pesquisa, que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino), segue os preceitos definidos pela Lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA).

E foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 07/08/2017, sob o

numero de protocolo 63/2017 (ANEXO A).

6.1 Desenho de estudo

O estudo caracteriza-se como um ensaio clinico experimental em animais

ex vivo.

6.2 Amostra

A partir do estudo piloto obteve-se o calculo amostral.

Foram obtidos 09 coelhos da espécie Nova Zelandia, do setor de
Cunicultura da Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa da UFMG, em Igarapé/
MG. Os animais selecionados apresentavam similaridade de idade e peso. A escolha
do espécime animal baseou-se nas dimensbes corporais que possibilitavam a
manipulagéo e aplicagdo das técnicas e quanto a viabilidade de acesso aos animais

da amostra.
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6.3 Procedimento ciruargico

Os animais foram eutanasiados por meio da técnica de sobredosagem de
barbiturico (Pentobarbital Sédico - Nembutal), conforme recomendagdes dos érgéos
competentes (ANDRADE et al.,, 2002; AMERICAN VETERINARY MEDICAL
ASSOCIATION [AVMA], 2013; BRASILIA, 2013; BRASIL, 2016). Para esse fim,
foram utilizados métodos de contengdo manual dos animais, equipamentos de
protecdo individual (EPIs) e insumos para atendimento clinico, incluindo agulha para
injecbes de calibre menor que 20G. Inicialmente foi administrado anestésico local
pela via intramuscular (Quetamina 30 mg/kg associada a Xilazina 5 mg/kg) e
posteriormente aplicado Pentobarbital na dosagem de 90 mg/kg, em volume maximo
de 100 mL, pela via intraperitoneal (quadrante abdominal inferior direito), seguida de
exsanguinagao por pungao cardiaca. Todos os animais possuiam idade média de 90
dias e os procedimentos foram realizados na Fazenda Experimental Prof. Hélio
Barbosa da UFMG, em Igarapé/MG, segundo as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2013). Este método permitiu que a
carcagca nao fosse afetada comprometendo as estruturas anatémicas desejadas
para o experimento. Cada animal foi abatido apenas previamente a dissecagao e a

terapia instituida, de acordo com o grupo a ser direcionado.

Foram utilizados 09 animais, que deram origem a 36 amostras. Os
animais foram divididos em trés grupos, como se segue: Grupo 0 (GO0): controle

negativo; Grupo laser 1 (G1); Grupo laser 2 (G2).

Apds a eutanasia, as carcacgas foram dissecadas, de modo a se obter as
estruturas da mucosa jugal (bilateralmente) e tecido ésseo mandibular (FIGURAS 1
e 2).

A excisdo das mucosas jugais foi realizada com auxilio de uma lamina de
bisturi n® 15 fixada a um cabo de bisturi n°® 4. Apds a excisdo do tecido, uma incisao
circular foi promovida com auxilio do bisturi do tipo punch (de 8 mm de didametro),
visando a obtencdo de uma area de dimensdes similares entre todas as amostras
(FIGURA 3).



Figura 1: dissecgdo da mucosa jugal.

Figura 2: dissecgdo da mandibula.

Fonte: do autor

Fonte: do autor
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Fonte: do autor

Figura 3: delimitacdo das mucosas jugais para demarcagéo (com punch) da area a

ser irradiada.

Apos a dissecagao das pecas de tecidos 6sseos, o osso mandibular foi
seccionado em duas partes (direita e esquerda) e, em seguida, foi realizada uma
perfuragao, com utilizagéo de broca cilindrica de 2,8 mm (Neodent®, Curitiba, Brasil)
visando a obtencado de leitos 6sseos de dimensdes similares entre as amostras
(FIGURA 4).

Fonte: do autor

Figura 4: perfuracdo do osso mandibular, com broca cilindrica 2.8 mm, para

demarcacgao da area a ser irradiada.
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Apdés a definicdo da area de tecido mole (jugal) e tecido Osseo
(mandibula) (FIGURA 5), as terapias de cada grupo foram aplicadas da seguinte
maneira: grupo controle (G0): foram realizadas apenas a demarcagao das areas de
tecido mole e duro; grupo laser (G1): apds a demarcagao das areas em tecido mole
e duro, o laser foi ajustado (poténcia de 4.5W, modo continuo) e aplicado, no modo
de contato da fibra 6ptica com o tecido-alvo, em toda a area definida, até que se
obtivesse o parametro clinico de alteragao tecidual (branqueamento do tecido mole e
escurecimento do tecido 6sseo), decorrente de sua queima (MIYAZAKI et al., 2009);
grupo laser (G2): utilizou-se a mesma metodologia aplicada no G1, entretanto, o
laser foi aplicado nos tecidos mole e duro pelo dobro do tempo que fora empregado
para a amostra prévia (G1) (FIGURA 6A, 6B). Os valores de densidade de energia

(dosimetria) empregados para cada amostra foram tabelados. (Tabelas 2 e 3)

. Fonte: do autor

Figura 5: tecidos 6sseo e mole prontos para receber a radiagao laser.
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Figura 6: a) aplicagdo do laser até
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escurecimento do osso; b) vista

aproximada.

Para aplicacdo do laser, foi utilizado o aparelho de laser diodo, de
comprimento de onda de 808 nm (Thera Lase Surgery®; DMC Ltda, Sdo Carlos,
Brazil), contendo uma fibra éptica de 400um, ajustado na poténcia de 4.5W, em

modo continuo.

Apoés a aplicagédo da radiagao, realizaram-se duas osteotomias (mesial e
distal ao defeito 6sseo criado) com auxilio de disco diamantado sob irrigagao
abundante com soro fisiolégico estéril (SF 0,9%), com distancia de seguranga maior
que 5 mm do segmento onde o laser foi aplicado, de modo a se obter segmentos
o0sseos de morfologia similar (FIGURA 7). Ressalta-se que, tendo em vista a
pequena amostra do estudo, cada terapia foi instituida em apenas um animal por
vez. Desse modo, visando diminuir ao maximo o tempo entre a eutanasia e o

tratamento, esse ultimo foi aplicado imediatamente apos dissecagao dos tecidos.
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Fonte: do autor
Figura 7: delimitagao distal para sec¢do do osso mandibular.

Apos a aplicagdo do laser os espécimes Osseos foram irrigados
abundantemente com 5mL de SF 0,9%, de modo que os residuos decorrentes da
carbonizagao dos tecidos pudessem ser removidos. Em seguida, as pegas foram
preparadas e imersas em solugédo de formol 10%, visando a fixagéo dos tecidos, por
tempo minimo de 24 horas. Para a descalcificagao das pegas ésseas, os segmentos
mandibulares foram imersos em acido nitrico (5%) por aproximadamente 24 horas.
Em seguida, procedeu-se ao preparo para analise histolégica, apds coloragdo em
hematoxilina-eosina de todas as pecas de tecidos moles e duros descalcificados.

O descarte das carcagas nao utilizadas foi realizado de acordo com o
Manual de gerenciamento de residuos de servigos de saude (Ministério da Saude /
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2006). Dessa forma, foram embaladas em
papel absorvente, enroladas em plastico branco leitoso identificado com simbolo de
residuo infectante, preso com fita resistente a umidade, colocadas em bombonas
plasticas e conservadas em freezer até a data do descarte. Esse ultimo é realizado
pela Via Solo Engenharia Ambiental S.A., empresa licenciada e contratada pela
UFMG, segundo recomendagdes da Geréncia de residuos e higienizagdo da Escola
de Veterinaria da UFMG.
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6.4 Métodos de avaliagao

Os efeitos do laser diodo sobre os tecidos foram avaliados macroscépica

e microscopicamente utilizando microscopio éptico de luz.
Foram considerados os seguintes parametros:

» Avaliagcdo das alteracbes teciduais ocasionadas pelo contato com o

laser diodo;

« Estratificagdo do dano tecidual ocasionadas pelo contato com o laser

diodo nas diferentes camadas dos tecidos epitelial e conjuntivo;

» Profundidade de penetragao do laser diodo (em micrémetros), avaliada

por meio de analise histomorfométrica, da seguinte maneira:

* Andlise dos cortes histoldgicos utilizando microscopia éptica de
luz Opticam O600R (Opticam Microscopy Technology, Sdo José

dos Campos, Brasil);

* Registro fotografico dos cortes histolégicos com auxilio da camera
acoplada ao microscépio Opticam O600R (Opticam Microscopy

Technology, Séo José dos Campos, Brasil);

* Mensuragao da extensao da alteragcéo histolégica com auxilio do
software Opticam Microscopia OPTHD (versédo x64, 3.7.8648)
(Opticam Microscopy Technology, S&o José dos Campos, Brasil).
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7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos com a analise das amostras foram compilados e

submetidos a avaliagdo estatistica com auxilio do programa SPSS para Windows,
versao 20.0 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA).

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade
das amostras. Essa analise demonstrou que os dados quantitativos apresentaram
distribuicdo nao-normal. Desse modo, foi aplicado o test Mann-Whitney para
avaliacdo da diferenga entre os grupos G1 e G2. A significancia estatistica foi

definida em relagao aos valores de p < 0,05.
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8 RESULTADOS

Apds a exclusdao de amostras com material insuficiente para analise,

foram obtidas 36 amostras de tecidos, que foram divididos da seguinte forma:

» G0: 02 amostras do grupo controle para tecido mole e 02 amostras para

tecido 6sseo;

» G1: 08 amostras de tecido mole irradiado pelo laser e 08 amostras de

tecido dsseo irradiado pelo laser;

» G2: 08 amostras de tecido mole irradiado pelo laser e 08 amostras de
tecido dsseo irradiado pelo laser.

Considerando-se a férmula da area do circulo (A = 11.r2), onde o punch
utilizado possuia 8 mm de diametro (0,8 cm), a area de tecido mole irradiada foi de

aproximadamente 0,50 cm?2 (conforme calculo abaixo):

A=T1.r2 A=3,14x0,16

A=3,14 x (0,4cm)? A =0,50cm?

Considerando-se a formula da area do cilindro (At = 2.A, + Aj), onde a

 IWdeamoswas | 1 | Gz
BT 2 :
Gz 8 :
BT - 2
— Graus [ 1 3

broca utilizada possuia 2,8 mm (0,28 cm) de diametro e a profundidade de
perfuragdo meédia foi de 1,5 mm (0,15 cm), a area de tecido 6sseo irradiado foi de

aproximadamente 0,25cm? (conforme calculo abaixo):

Ar=2.A0 + A At=2.(0,06) + 0,13
A= 2.(T.r2) + (2.11.r.h) Ai=0,12 + 0,13

At=2.(3,14 x 0,142)+(2 x 3,14 x 0,14 x 0,15) A¢=0,25cm?
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Ainda que ambos os calculos se baseiem em formas geométricas
regulares, a partir desses numeros pode-se estimar a energia depositada nos
tecidos. O aparelho de laser utilizado fornece, imediatamente, os valores de
dosimetria empregada nos tecidos. Esses valores baseiam-se nos calculos obtidos a

partir da formula: Poténcia = tempo / area

Ao final das analises histolégicas, considerando-se apenas os tecidos
moles, 18 amostras foram incluidas na avaliagao final. As amostras foram agrupadas
de acordo com o dano tecidual observado microscopicamente, levando-se em
consideragao a seguinte gradagao: Grau 0: controle negativo (FIGURA 8); Grau 1:
dano tecidual observado em até 1/3 da espessura total do epitélio (FIGURA 9); Grau
2: dano tecidual observado em até 2/3 da espessura total do epitélio (FIGURA 10);
Grau 3: dano tecidual observado em toda a espessura do epitélio, sem atingir o
tecido conjuntivo (FIGURA 11); Grau 4: dano tecidual observado em toda a
espessura do epitélio, atingindo a interface epitélio-conjuntivo (FIGURA 12); Grau 5:
dano tecidual observado em toda a espessura do epitélio, atingindo conjuntivo até a
camada muscular (FIGURA 13). Os resultados revelam que 50% da amostra total
produziu dano tecidual condizente com os estratos mais profundos (graus 4 e 5),
tendo sido mais proeminente dentre as amostras do G2. A avaliagdo da gradacéao
histolégica dos tecidos moles, considerando-se a distribuigdo dos grupos G1 e G2
em relagao ao dano tecidual, encontra-se expressa na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuigdo das amostras de tecidos moles, considerando o grau de dano tecidual causado

pelo laser.
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Figura 8: corte histolégico (aumento 40x) do tecido mole, corado em Hematoxilina e

Eosina (HE), representando o controle negativo.
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Figura 9: corte histolégico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 1.
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Figura 10: corte histologico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 2.
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Figura 11: corte histoldégico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 3 (quadro amarelo) e grau 2 (setas brancas).
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Figura 12: corte histolégico (aumento 40x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 4.
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Figura 13: corte histoléogico (aumento 100x) do tecido mole, corado em HE,

representando o dano tecidual grau 5.
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Ao final das analises histologicas, considerando-se apenas os tecidos
0sseos, cinco amostras de cada grupo foram excluidas e ndo foram inseridas na
avaliacao final, tendo em vista a impossibilidade de avaliagcdo e mensuracdo dos
cortes histolégicos decorrente da perda de estrutura tecidual. Assim, o n final foi de
trés amostras por grupo (FIGURAS 14A, 14B). Os valores de densidade de energia
(dosimetria) empregados para cada amostra foram reunidos e encontram-se

dispostos nas Tabelas 2 e 3.

| Potencia [  Tempo |  Dosimetria |
4.5W 13s 58J
4.5W 09s 40J
4.5W 09s 40J
4.5W 11s 49J
4.5W 23s 103J
4.5W 14s 63J
4.5W 10s 45J
[ 114-3(1) | 4.5W 22s 99J
4.5W 44s 198J
4.5W 18s 81J
4.5W 46s 207J
4.5W 28s 128J
4.5W 20s 90J
| 214-3(2) | 4.5W 26s 17J
| 314-3(2) | 4.5W 23s 103J
[ 414-3(2) | 4.5W 27s 121J
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| Potencia [  Tempo |  Dosimetria |
4.5W 16s 72J
*12-7-3 (1) 4.5W 12s 54
4.5W 10s 45J
24-7-3 (1) 4.5W 07s 31J
4.5W 10s 45J
4.5W 16s 72J
36-7-3 (1) 4.5W 07s 31J
4.5W 10s 45J
*6-7-3 (2) 4.5W 32s 144
4.5W 24s 108J
4.5W 20s 90J
4.5W 14s 63J
4.5W 20s 90J
4.5W 32s 144J
4.5W 14s 63J

*41-7-3 (2) 4.5W 20s 90J
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Figura 14a: corte histolégico (aumento 40x) do tecido ésseo, corado em HE,

representando a perfuragao realizada com broca 2.8 mm.

100pm

Figura 14b: corte histolégico (aumento 100x) do tecido dsseo, corado em HE,
evidenciando as medidas as margens do tecido ésseo, indicando dano tecidual pelo

laser. Amostra pertencente ao grupo G1.
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As amostras incluidas na analise histologica final dos tecidos ésseos

apresentaram possibilidade de obtengao de 53 medidas (25 medidas do G1 e 28 do

G2) que estao expressas (em micrOmetros) na tabela 4.

Tabela 4: Medida de profundidade de penetracdo do laser diodo. Medidas obtidas através da

avaliagdo microscoépica do dano tecidual causado pela agédo do laser diodo sobre os tecidos 6sseos

de coelhos Nova Zelandia.

S Ta73(61) [12.7:3(61)32.7:3(61)] 6:7-3(G2) | 217 (G2) | 41-7:3 (G2)

Medidas (um)

9,5
54
15,3
15,3
BE5
6,3
5,4
4,8
12,0
6,5
9,5
15,2

25,7
27,6
254
25,2
14,4
17,6

8,6
13,1

8,3
241

13,0
17,0
2,6

3,5
4,0
2,6
1,8
2,6
5,6
4,6
3,9
4,6
12,7
12,4
8,8

13,1

8,9
13,9
12,7
11,8
23,4
15,9
16,9
19,7
22,4
15,0
21,0
15,6

3,6
3,0
4,9

O grupo G1 apresentou média de penetragcédo 13,25 ym (Desvio Padrao +

7,606) variando de 2,6 ym a 27,6 ym, enquanto o grupo G2 apresentou média de

10,32 um (Desvio Padrao + 6,725) variando de 1,8 ym a 23,4 um. A diferenga entre

as médias dos grupos foi considerada nao significativa, apresentando valor de p =

0,123.



45

9 DISCUSSAO

A proposta deste estudo baseia-se em diversos trabalhos que avaliam a
penetracdo das radiacbes monocromaticas colimadas em diversos tipos de tecidos
animais (GOHARKHAY et al., 1999; HERNANDEZ-DIVERS, 2002 et al.; CARROLL e
HUMPHREYS, 2006) e na avaliagdo dos efeitos que os lasers podem exercer sobre
os tecidos organicos (ROMANOS e NENTWIG, 1999; ROMEO et al., 2007,
DESIATE et al., 2009; CARROLL e HUMPHREYS, 2006; MIYAZAKI et al., 2009).

Os lasers que apresentam comprimento de onda maior, dentro da faixa
entre 700 nm e 10.000 nm (onde os lasers diodo se encontram), possuem potencial
de aquecimento tecidual. Esse aquecimento pode levar a desnaturacdo proteica,
explosdes de células ricas em agua, decomposicdo tecidual e carbonizagao
(STRAUSS e FALLON, 2004). Esses aspectos puderam ser observados
clinicamente, durante as aplicacdes do laser diodo sobre os tecidos, no momento em
que se visualizaram as alteragcbes de cor dos tecidos, decorrente do processo de
carbonizagdo do mesmo. Histologicamente, péde-se também observar que o
aumento da energia depositada influenciou diretamente o dano tecidual nos tecidos
de fragmento de mucosa jugal (conforme dados da tabela 1). Por outro lado, o
processo de carbonizagao dos tecidos pode ter influenciado a perda de amostras,
sobretudo de tecidos 6sseos mandibulares. Uma vez que parte do tecido afetado
pela radiacdo do laser possa ter sido perdida, a analise torna-se menos viavel e
fidedigna. Por esse motivo, grande parte das amostras de tecido 6sseo ndo pdde ser
incluida na amostra final avaliada estatisticamente, tendo servido para propdsitos de

aprofundamento metodologico.

E sabido que, em geral, o comprimento de onda é diretamente
proporcional a profundidade de penetracédo da luz laser e a interagao do laser com o
tecido também dependera do seu cromoforo especifico (GUTTENBERG e EMERY,
2004; CARROLL e HUMPHREYS, 2006). E sugerido, ainda, que o comprimento de
onda do laser pode ser transmitido ao osso medular apds sua interacdo na
superficie 6ssea (GOHARKHAY et al., 1999). O comprimento de onda dos lasers
diodo (810-980 nm) aproxima-se do comprimento de onda da melanina, por esse

motivo sua energia luminosa € bem absorvida em tecidos moles e pobremente
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absorvida em tecidos duros, como o osso e dentes, que ndo possuem melanina
(KRAVITZ e KUSNOTO, 2008). Esse fato pode ter influenciado a absorcdo mais
intensa nos tecidos moles. Porém, também €& possivel que tenha colaborado para a
dificuldade de detectar o dano nos tecidos duros, ou a faixa de tecido necessaria
para a analise da profundidade de penetragao tenha sido perdida pelo processo de

carbonizagao.

Os lasers interagem com os tecidos de quatro maneiras: transmisséo,
reflexdo, dispersao e absorcao, sendo esse ultimo o fundamento clinico de agao dos
lasers. Apenas através da absorgdo, podera ser produzido algum efeito tecidual
(CARROLL e HUMPHREYS, 2006). Devido a sua pouca absorcdo aquosa, o laser
diodo é capaz de penetrar até 4 ou 5 mm em tecidos moles (HERNANDEZ-DIVERS,
2002; ANGIERO et al., 2008). Nesse aspecto, pudemos observar que o laser foi
densamente absorvido nos tecidos moles (ainda que nao tenha sido possivel
mensurar) e em menor grau nos tecidos duros (ainda que nao tenha sido observada
penetracéo significativa). Entretanto, para que seja possivel avaliar a dispersédo da
da luz no tecido se faz necessaria a avaliagao por meio de camera CCD (Couple-
Charged Device) (HUDSON et al., 2013).

Os efeitos do laser dependem de diversos fatores como o comprimento
de onda especifico da energia luminosa, o didmetro da fibra utilizada no aparelho, as
caracteristicas do tecido que recebera a radiagdo, o modo de aplicagdo (contato ou
nao-contato) e a poténcia do aparelho (HAVEL et al., 2014). Um estudo que avaliou
o dano tecidual, revelou que uma fibra 6ptica de 400 um, sob uma poténcia de 4.5W,
em modo pulsado, pode promover uma incisdao de 737,5 ym de profundidade. Os
autores concluem que a profundidade e largura de incisdo estariam, em maior parte,
relacionados a poténcia do aparelho (GOHARKAY et al., 1999). O laser diodo pode
ser aplicado em modo contato (da fibra 6ptica com o tecido) e ndo-contato, sendo
que a profundidade de penetragao torna-se aproximadamente 90% menor no modo
de contato (HERNANDEZ-DIVERS, 2002). O fato de termos eleito o modo contato
se deu com objetivo de avaliar a penetragdo minima que o laser poderia obter,
vislumbrando a similaridade com o osso mandibular humano em que o canal

mandibular ndo poderia ser atingido.
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O laser diodo vem sendo utilizado, ha algum tempo, para o tratamento de
lesdes da cavidade bucal como hiperplasia fibrosa inflamatéria (AMARAL et al.,
2015), mal-formagdes vasculares (MIYAZAKI et al., 2009), mucoceles (AHAD et al.,
2017), cistos de erupgao (BOJ et al., 2006) e tumores (NEUKAM e STELZLE, 2010),
podendo também ser utilizado para diversos tipos de cirurgias orais com bons
resultados (DESIATE et al., 2009).

Tendo em vista o potencial de necrose do laser e de penetragdo nos
tecidos, supbe-se que o laser possa ser testado como um adjuvante no tratamento
de lesdes odontogénicas, diminuindo a chance de recorréncia por meio da necrose

dos remanescentes com potencial recidivante.
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10 CONCLUSAO

O laser diodo apresenta-se como uma boa opg¢ao para o tratamento de
diversas afeccbes da cavidade bucal e de outros sitios. O conhecimento do
aparelho, de suas configuragdes e possibilidades é fundamental para uma correta

utilizagcao e eleicdo da terapia adequada para cada propdsito.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a penetracdo do laser
diodo em tecidos moles e duros de coelhos. Apds essa avaliagao, os resultados
poderiam ter sido validados para a elaboragdo de um projeto para testes em
humanos. Entretanto, as dificuldades técnicas relacionadas a perda de material para
a analise histologica, inviabilizou (em parte) que conclusées mais significativas

pudessem ser auferidas.

O presente trabalho permite concluir que a agao do laser diodo sobre os
tecidos é proporcional a poténcia empregada no tecido. Mais estudos s&o
necessarios para que se obtenham parametros que permitam estabelecer protocolos

de utilizagdo do laser diodo, sobretudo em tecidos duros, com seguranca.
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ABSTRACT

“LASER” is an acronym for Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation.
The diode laser is one of this emerging tool and has great applicability in Dentistry. The
literature about this type of laser is wide but there is no consensus about its penetration
in different tissues and the effects caused by laser-tissue interaction. The aim of this
study was to evaluate the laser effects on tissues and its penetration in both soft and
hard tissues of New Zealand rabbits. It was realized an experiment with 18 animals ex
vivo. After the euthanasia, samples of oral mucosa and mandibular bone was acquired.
The tissues were marked in areas for receiving the laser therapy in two different periods
(G1 and G2). The equipment was set in 4.5W. It was obtained 08 samples of each
irradiated tissue. Histological analysis revealed that soft tissues of G2 (higher energy of
laser) presented bigger tissue damage. The depth of laser penetration on the bone tissue
was analyzed and resulted in measurements of 13,52 um (G1) and 10,32 um (G2)
Statistical analysis of bone samples did not reveal a significant difference (p = 0,123)

between G1 and G2 regarding laser penetration on evaluated tissues.
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INTRODUCTION

From 2005 to 2016 Odontogenic Keratocyst (OKC) was classified as a tumor, due to its
clinical behavior, the recurrence rate after treatment and PTCH gene mutations
associated with syndromic patients. However, recently this entity was reclassified as a
cyst again, by World Health Organization, because of missing evidence which could
justify its maintenance as a tumor'. In fact, some cases of OKC are very aggressive and
recurrence rates vary from 8.4% to 32.3%, depending on the applied therap®. Treatment
modalities include marsupialization, enucleation associated with adjuvant therapies and
resection””. All therapies aim for the diminishing of the recurrence rates, throughout the

elimination of microcysts and epithelial remants which could originate a new lesion”.

LASER is an acronym for Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
and differs from other lights sources due to its coherence, monochromacity, high power
and collimation, which justify the clinical uses of this type of radiation®. There are many

different surgical lasers available such as carbon dioxide (CO7), neodymium— yttrium—

aluminium—garnet (Nd:YAG), potassium—titanium—phosphorous (KTP) and diode
lasers with semiconductors’. Diode laser wavelength varies from 805 to 980 nm’*® and
can be used as a pulsed or continuous mode in contact or noncontact mode, for oral
lesions treatment”’ and oral surgery'’. The effects of the lasers on tissues are variable,
according to the beam and tissue characteristics and then can be used differently for

: 6,10,11
many therapeutics purposes”

. The radiation could reach up to 4mm, in non-
pigmented tissue'? and its penetration in bone tissues already was evaluated for

diagnostic purposes'® but never as a therapeutic tool in bone.

Thus, it is important to discuss possible new adjuvant therapies for OKC treatment,
aiming for less recurrence and with fewest complications rates. The aim of this study
was to evaluate and compare the penetration depth of the diode laser, on rabbits soft and

hard tissues.
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MATERIALS AND METHODS

Study design

Eighteen ex-vivo New Zealand rabbits (male and female), around 90 days of life, were
selected due to mandibles size which provides enough space for the manipulation. The
samples were obtained in partnership with the Prof. Hélio Barbosa Experimental Farm
(Igarapé, Brazil). The sample size was achieved based on a pilot study conducted in
animal carcasses obtained commercially and analyzed considering a confidence interval
of 95%. For the sample size calculation studies with some similarities were
compared'*'>'®_ This study was approved by the Ethical Committee for Animal Use of

the Federal University of Minas Gerais (protocol 63/2017).

Diode laser
The 808 nm diode laser (Thera Lase Surgery; DMC Ltda, Sdo Carlos, Brazil) was used
for bone radiation purposes, with an optical fiber of 400 um, at a potency of 4.5 W in

continuous-wave mode.

Surgical procedures

Immediately after euthanasia, the rabbit’s oral mucosa was bilaterally dissected and
marked with a punch 8 mm diameter incision. The rabbit’s mandibular bone was also
dissected and sectioned in two pieces (right and left sides) and, in each side, one 2.8 mm
diameter bone defect was created using a cylindrical burr (Neodent®, Curitiba, Brazil)
(Figure 1), under abundant irrigation with saline solution 0,9%. It was applied two
different therapies in each differently marked mucosa and bone defect, according to the
following groups: GO Control group: the soft and hard tissues was just marked with
punch and cylindrical burr; G1) Diode laser 1: radiation was applied until a clinical sign
of tissue whitening (on soft tissue) and darkening (on bone tissue) was observed and
then the emitted energy was noted; G2) Diode laser 2: radiation was applied until the
double energy delivered at the previous tissues was achieved; The mean time for the
surgical procedures in oral mucosa, mandibular bone, and laser application, after
euthanasia ranged from 15 to 30 minutes. At the end of the experiments, 8 samples of

each group were obtained. Surgical specimens were fixed in 10% buffered formalin,
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decalcified with nitric acid 5% and stained by hematoxylin-eosin for microscopic

evaluation.

Histological analysis

All specimens were analyzed on the electronic microscope. The depth of penetration
was evaluated and noted (Figure 2). All measures of each group were aligned, using a
table software (Microsoft Office Excel software, 2015) and considered together for

statistical analysis.

Statistical analysis

Data analysis was conducted using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
for Windows, version 20.0 SPSS Inc., Armonk, NY, USA). The Kolmogorov-Smirnov
test demonstrated that quantitative data presented a non-normal distribution. Therefore,
the Mann-Whitney test was used for the evaluation of the difference between G1 and

2. Statistical significance was set at p < 0.05.

RESULTS

The total of 18 samples was obtained considering the three groups of soft tissue.
Considering this tissue analysis, the histological examination was divided in 05 grades:
Grade 0: negative control; Grade 1: tissue laser penetration until 1/3 of epithelial tissue;
Grade 2: tissue laser penetration until 2/3 of epithelial tissue; Grade 3: tissue laser
penetration completely through the whole epithelial tissue; Grade 4: tissue laser
penetration completely through the whole epithelial tissue and connective tissue
surface; Grade 5: tissue laser penetration completely through the whole epithelial tissue
and connective tissue until muscular plane. Approximately 50% of the samples reached

grade 4 and 5 of tissue penetration (Table 1).

Unfortunately, 05 samples of bone tissue, from each group, was lost during laboratory
procedures. Thus, the study ended with 03 samples of each laser group. Group 0: two
samples of the control group. Group G1 had 03 samples, presenting a penetration depth,

in bone tissue, ranged from 2.6 to 27.6 pm (mean 13.25 pum); group G2 penetration
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depth ranged from 1.8 to 23.4 pm (mean 10.32 pm). The groups were compared and

none of the comparisons achieved p-value < 0.05. (Table 2)
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DISCUSSION

Stoelinga et al.’ propose three different options for OKC treatment. Treatments for
minimizing OKC recurrences, like Carnoy or Cryotherapy presents limitations and risks
to surrounding tissues’. It is known that all methods have its own limitations, but the
one with less adverse effects must be chosen. In order to solve this issue, we tested two
different therapies and purposed an alternative method for an adjuvant method in OKC
treatment.

%1718 and in oral

The diode laser is commonly used for the treatment of oral lesions
surgery field'’ but it was never used as an adjuvant method in OKC treatment. The
proposal of this study, for using diode laser, was based on several studies about

13 . 10,11,1 ;
121319 and the laser effects on tissues™”'®'""'7. There are studies

radiation penetration
describing some advantages of diode laser treatment for tumors of oral and
maxillofacial region, as a hemostatic agent'®. Diode laser has the potential for tissue
heating which leads to protein denaturation and carbonization®. It is also known that
laser penetration depends on wavelength. The higher is the wavelength, the higher will
be its penetration'®. Diode laser has a wavelength between 810-980 nm and its well
absorbed by soft tissue but poorly on hard tissues, like bone and teeth®. These

properties could have influenced the great absorption of diode light on soft tissue and

the difficulty of bone penetration or the tissue was lost due to the carbonization.

The purpose of this study was to evaluate the laser effects. It was evaluated that laser
can be harmful to the tissue if not correctly used. However, the laser light can reach

great depths especially in soft tissues.
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ANEXO A - Parecer da CEUA-UFMG

08/08/2017 Email - vanbernardes@hotmail.com

Decisdo Final - Aprovado - Protocolo CEUA: 63/2017 (CEUA-UFMG)

ceua@prpq.ufmg.br
seg 07/08/2017 15:51

Para icb.ufmg.br <berr f@icb.ufmg.br>; bernarde com il.com>;

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):
Esta € uma mensagem automética do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacio de uma solicitaggo.

Protocolo CEUA: 63/2017

Titulo do projeto: Penetragdo da solugdo de Carnoy e do laser de alta poténcia no tratamento de tecidos moles e duros da boca
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Vanessa de Fatima Bernardes

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Patologia

Situag@o atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 07/08/2017. Validade: 07/08/2017 a 06/08/2022
Belo Horizonte, 07/08/2017.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.br/bicetica/ceua - cetea@prpqg.ufmg.br

https://outlook.live.com/owa/

n
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