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RESUMO

Nesta area da periodontia em que se situam os tecidos gengivais, a circulacdo
sangiiinea periférica do periodonto e o liquido sulcular gengival (proveniente do sulco gengival)
sdo as duas importantes barreiras imunologicas que atuam na defesa dessa regido, que €, por
exceléncia, a porta de entrada e instalagdo da doenca periodontal. O presente estudo objetiva
avaliar a utilizacdo de uma conduta conservadora, nao invasiva, de ativacdo da barreira
imunologica contra a instalagdo da doenca periodontal associada a placa bacteriana, estimulando
o tecido gengival através da aplicagdo do laser em baixa intensidade utilizando dois
comprimentos de onda diferentes, avaliando as alteragcdes ocorridas no fluido sulcular gengival
drenado de tecidos gengivais clinicamente normais submetidos a radiacdo laser em baixa
intensidade. Para este estudo foram selecionados 30 voluntarios, com idade entre 18 e 60 anos,
com estruturas dentais e periodontais clinicamente normais. Foram selecionadas 6 areas
gengivais interproximais anteriores de cada voluntdrio sendo 3 na maxila e 3 na mandibula. Na
maxila , uma 4area ndo recebeu nenhum tipo de irradiacdo, uma area foi submetida a irradiacao
laser de baixa intensidade de A = 780 nm e uma area foi submetida a irradiag¢do laser de A = 680
nm. O mesmo procedimento se repetiu para a mandibula. O protocolo utilizado constou de
poténcia de 40 mW (4rea de spot de 0,04 cm?) para os diferentes tipos de feixe laser, com tempo
de irradiacio de dois minutos e meio resultando numa dose de 150 J/cm’. Baseado nos
conhecimentos do comportamento dos tecidos gengivais e apds a irradiagdo laser em dois
comprimentos de onda, foram observados e analisados: 1) o contetido do fluido sulcular gengival
coletado avaliando sua composicao celular (Neutrofilos e Macrofagos), 2) a variagdo da
quantidade de volume do fluido medida pelo Periotron e 3) as variagdes de temperatura
justificados pelo aumento de irrigagdo sangiiinea, registradas por uma termocamera. Baseando-
se nos resultados pode-se concluir que: nas comparagdes entre variagdes de volume e presenca
celular, os lasers de baixa intensidade de emissdo infravermelha (A = 780 nm) e vermelha (A =
680 nm), nas condi¢des do presente estudo, promoveram o aumento de volume do fluido
sulcular gengival drenado como também o aumento do nimero de macrofagos presentes em sua
composi¢do, mas somente o laser vermelho (A = 680 nm) promoveu uma redu¢do no nimero de
neutrofilos presentes em sua composi¢do. Os testes de variacdo de temperatura indicaram que a
aplicagdo dos lasers de baixa intensidade sobre os tecidos gengivais promoveram uma mudanga
média menor que 0,5° C, ndo ocasionando dano térmico.

Palavras chaves: Laser em baixa intensidade, fluido sulcular gengival, macrofagos, neutrofilos,

Periotron, termografia.
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1-INTRODUCAO

Na atualidade, com o aprofundamento do entendimento das enfermidades do homem, a
necessidade de manutengdo da saude geral inclui também a saude dos tecidos gengivais que

circundam o dente (Periodonto).

Nesta area da periodontia em que se situam os tecidos gengivais, a circulacdo sangiiinea
periférica do periodonto e o liquido sulcular gengival (que normalmente sai do sulco gengival)
sdo as duas importantes barreiras imunoldgicas que atuam na defesa dessa regido, que é, por

exceléncia, a porta de entrada e instalagdo da doenga periodontal.

Este liquido, determinado como fluido sulcular gengival, atua como barreira imunoldgica em um
momento, como veiculo de transporte de células imunologicas para o interior do sulco, € em
outro como responsavel pela limpeza mecanica baseada no aumento de drenagem de fluido
sulcular para area externa do sulco gengival. Portanto, o volume e a qualidade do fluido sulcular
gengival sdo importantes controladores da populagdo microbiana que provoca injuria aos

tecidos e estruturas periodontais causando a doenca.

A utilizagao de procedimentos na Odontologia com auxilio de recursos luminosos vem ganhando

espaco na aplicabilidade clinica nas areas de diagnoéstico e tratamento.

Atualmente, estuda-se o mecanismo de a¢do do Laser em baixa intensidade na estrutura celular e
tecidual, seja no aspecto morfolégico ou fisiologico. Apesar dos diversos trabalhos registrados
na literatura, ainda existem muitas questdes a serem esclarecidas no que se refere a interacdo da

radiacdo proveniente do Laser e do diodo emissor de luz e a matéria viva.

Nessa ampla area da biologia, novos estudos se impdem com a finalidade de esclarecer pontos
que, uma vez evidenciados, poderdo contribuir para o aperfeicoamento da terapéutica pelo Laser
e LED. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo utilizar uma conduta ndo invasiva de
ativagdo da barreira imunologica contra a instalagdo da doenca periodontal associada a placa
bacteriana, estimulando o tecido gengival por meio da aplicacdo do laser em baixa intensidade,

comparando a a¢do de dois comprimentos de onda diferentes.
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2 - OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral:

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar as alteragdes qualitativas (composicao) e quantitativas
(volume) do fluido sulcular gengival drenado de tecido gengival clinicamente normal submetido

a irradiacdo laser em baixa intensidade com dois diferentes comprimentos de onda.

2.2 - Objetivos especificos:

1 — Verificar e comparar as possiveis alteragdes nas concentragdes dos componentes
celulares do fluido sulcular gengival (Neutrofilos e Macrofagos) apods aplicagdo do laser em

baixa intensidade com comprimentos de onda de 680 nm e 780 nm;

2 — Avaliar e comparar em tecidos gengivais clinicamente sauddveis as possiveis
diferengas no volume do fluido sulcular gengival promovidas por dois tipos de irradiagdes laser

com comprimentos de onda de 680 nm e 780 nm.

3 — Obter uma relagdo comparativa entre as variagdes de quantidade e qualidade de
fluido sulcular gengival drenado de tecidos gengivais estimulados pelas irradiagdes laser de

baixa intensidade.

4- Identificar e comparar as variagdes de temperatura teciduais antes e apds as

irradiagdes lasers com comprimento de onda de 680 nm e 780 nm.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Do tecido gengival

Baseando-se nas suas caracteristicas clinicas normais, a gengiva pode ser dividida em marginal,

inserida e interdentaria.

A gengiva marginal livre, ou ndo inserida, ¢ a margem ou borda da gengiva que circunda os

dentes, apresenta largura ao redor de 1 mm e forma a parede de tecido mole do sulco gengival.

A gengiva inserida ¢ continua com a gengiva marginal, possui estrutura firme, resiliente e esta
firmemente aderida ao peridsteo subjacente do osso alveolar. Sua face vestibular' estende-se em
direcdo a mucosa alveolar, que ¢ relativamente frouxa e moével, a qual estd demarcada pela
jungdo mucogengival®. A largura da gengiva inserida € a distancia entre a jungdo mucogengival
e a projecao da base do sulco gengival, ou da bolsa periodontal, na superficie externa. Logo,
podemos concluir que, a gengiva ceratinizada ¢ a soma da gengiva marginal ou livre com a
inserida. A faixa de gengiva inserida ¢ variavel na face vestibular em diferentes areas da boca,
sendo maior na area de incisivos (3,5 a 4,5 mm, na maxila ¢ 3,3 a 3,9 mm na mandibula),
diminuindo nas regides posteriores. A juncdo mucogengival permanece estavel ao longo da vida
adulta, no entanto, alteracdes na largura da gengiva inserida sdo devidas a modificagdes na

posicao coronaria o que aumenta com a idade, ITOIZ e CARRANZA, (1997).

A gengiva interdentaria ocupa a ameia gengival, que € o espaco interproximal situado abaixo da

area de contato dental, podendo ter o formato piramidal ou de “col” (FIG 1).

Mucosa alveolar
» Linha mucogengival
> Gengiva inserida
> Gengiva marginal
»  Gengiva interdentaria

FIGURA 1 - Fotografia do tecido gengival mostrando suas divisdes macroscopicas.

1 Parte gengival voltada para fundo de saco do vestibulo e mucosa jugal.
2 Linha que indica o limite entre o tecido mucoso e o tecido gengival.
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Baseado em aspectos microscopicos normais, apesar de o epitélio gengival se constituir de um
continuo revestimento de epitélio escamoso estratificado, podem-se definir trés areas distintas do
ponto de vista morfologico e funcional: epitélio oral ou externo, o epitélio sulcular e o epitélio

juncional, (LINDHE e KARRING, 1992); (FIG 2).

Epitélio oral
ou externo

Epitélio
sulcular

FIGURA 2 — Fragmento de gengiva normal, corte Histologico — HE 20X. (SILVEIRA,2001)

O principal tipo celular do epitélio oral e gengival, assim como também de outros epitélios
escamosos estratificados, ¢ o queratindcito. Outros tipos ndo queratindcitos ou células claras sdao
as de Langherans, Merkel, e os melandcitos. A funcdo do epitélio gengival é proteger as

estruturas mais profundas e permitir trocas seletivas com o ambiente local.

O Epitélio oral ou externo que reveste a crista e a superficie externa da gengiva marginal e

inserida, ¢ paraqueratinizado (FIG 2). O grau de queratinizacdo diminui com a idade.

J& o epitélio sulcular é responsavel pelo revestimento do sulco gengival; ele é escamoso
estratificado fino, ndo-queratinizado, sem cristas epiteliais, estendendo-se desde a por¢ao
coronaria do epitélio juncional até a crista da margem gengival. Apresenta numerosas células
com degeneracdo hidropica e ndo apresenta os estratos corneo e granuloso. Estudos

histoquimicos revelam consistentemente um grau menor de atividade do que o epitélio externo,
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particularmente no caso de enzimas relacionadas a queratinizagdo. Esse epitélio sulcular tem o
potencial de se queratinizar se for refletido e exposto a cavidade oral ou se a flora bacteriana do
sulco for totalmente eliminada. Inversamente, o epitélio externo perde sua queratinizacao
quando entra em contato com o dente. O epitélio sulcular é extremamente importante porque
pode agir como uma membrana semipermeavel através da qual produtos bacterianos prejudiciais
passam para dentro da gengiva e pelo qual o fluido sulcular é exsudado para dentro do sulco

(FIG 2).

O Epitélio Juncional consiste em uma faixa em formato de colar de epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado constando de 3 a 4 camadas no inicio de vida e de 10 a 20
camadas com a idade, agrupadas em dois estratos: basal e supra-basal. Exibe menor atividade de
enzima glicolitica do que o epitélio externo. Esta aderido ao dente por meio de uma lamina
interna e ao tecido conjuntivo gengival através de uma lamina basal externa, aderéncia esta
reforgada pelas fibras gengivais que apertam a gengiva marginal contra a superficie dentaria.
Logo, o epitélio juncional, em conjunto com as fibras gengivais, ¢ conhecido como unidade

dento — gengival, (LINDHE e KARRING, 1992).

O desenvolvimento do sulco gengival e epitélio sulcular ocorre depois de completada a
formagdo do esmalte, este ¢ recoberto pelo epitélio reduzido do esmalte que estd aderido ao
dente por uma lamina basal e hemidesmossomas’. Quando o dente penetra a mucosa oral , o
epitélio reduzido do esmalte une-se com o epitélio oral e transforma—se no epitélio juncional . A
medida que o dente faz erupgao, esses epitélios unidos condensam-se ao longo da coroa, e os
ameloblastos (que formam a camada interna do epitélio reduzido do esmalte), sdo gradualmente
substituidos por células epiteliais escamosas. O sulco gengival aparece quando o dente irrompe
na cavidade oral e ¢ definido pelo espaco ou sulco em forma de um V formado entre a gengiva e

o dente, que circunda toda a ponta da coroa do dente recém-irrompido.

Prosseguindo a descri¢do, o tecido logo abaixo do epitelial definido como conjuntivo da gengiva
¢ conhecido como ldmina propria e consiste de duas camadas: camada papilar subjacente ao
epitélio, que consiste em projecdes papilares entre as cristas epiteliais, ¢ a camada reticular
adjacente ao peridsteo do osso alveolar, confirmando a descrigdo de GLICKMAN (1983). Este
tecido conjuntivo possui ainda um compartimento celular e um intercelular. O colageno tipo I
forma o corpo da lamina propria e garante resisténcia a tensdo ao tecido gengival. O coldgeno
tipo IV (fibras reticulares argirofilicas) ramifica-se em bragos que sdo continuos com membrana

basal e parede dos vasos.

3 Estruturas que ligam a membrana plasmatica de uma célula a 1amina basal adjacente, por meio de filamentos de
queratina que esto ligados a proteina de ancoramento.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%A2mina_basal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Queratina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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Os sistemas de fibras sdo compostos de oxitalanina, eulanina e fibras elasticas distribuidas entre
fibras colagenas. A matriz intercelular também contém proteoglicanas (principalmente o acido
hialurénico e condroitina sulfato) e glicoproteinas (principalmente fibronectina). As
fibronectinas unem os fibroblastos com as fibras e com varios outros componentes da matriz

intercelular, (LINDHE e KARRING, 1992).

O tecido conjuntivo da gengiva marginal é composto de coldgeno denso, contendo um
proeminente sistema de feixes de fibras coldgenas conhecido como fibras gengivais, que sdo
compostas de colageno tipo I e possuem as seguintes fungdes de: comprimir a gengiva marginal
firmemente de encontro ao dente; prover a rigidez necessaria para suportar as forgas
mastigatorias sem ser descolada da superficie do dente e unir a gengiva marginal livre com o
cemento radicular e a gengiva inserida adjacente. Estas fibras gengivais sdo divididas em trés

grupos: dento gengival, circular e transseptal. ITOIZ e CARRANZA, 1997).
Tipos celulares também estdo presentes no tecido conjuntivo.

O elemento celular preponderante no tecido conjuntivo € o fibroblasto que é responsavel pela
sintese de colageno, fibras elésticas, glicoproteinas e glicosaminoglicanos da substancia amorfa

intercelular. Ele também regula a degradacao do colageno.

Mastocitos, que estdo distribuidos por todo o organismo, sdo numerosos no tecido conjuntivo da
mucosa oral e da gengiva; macrofagos fixos e histidcitos estdo presentes no tecido conjuntivo
gengival como componentes do sistema fagocitario mononuclear (sistema reticulo-endotelial)
derivados de monocitos do sangue; células adiposas e eosinofilos, apesar de raras, também estao
presentes na lamina préopria; pequenos focos de linfocitos e células plasmaticas sdo encontrados

no tecido conjuntivo, préoximo a base do sulco.

Neutrofilos, em niimero relativamente alto, podem ser observados no tecido conjuntivo gengival

e no sulco, (ITOIZ e CARRANZA 1997, LOE et al., 1997).

O sistema circulatério responsavel por manter e nutrir o tecido gengival é composto de

circula¢do sanguinea e linfética.

Existem trés fontes de suprimento sanguineo para a gengiva. A primeira através das Arteriolas
supraperiosticas ao longo das superficies vestibulares e linguais do osso alveolar, a partir das
quais se estendem capilares ao longo do epitélio sulcular e entre as papilas digitiformes da
superficie externa da gengiva (Eventuais ramificagcdes das arteriolas passam através do osso
alveolar em dire¢do ao ligamento periodontal). A segunda, pelos vasos do ligamento periodontal,
os quais se estendem para dentro da gengiva e se anastomosam com os capilares da area do sulco

e a terceira pelas arteriolas que emergem da crista do septo interdentirio e se estendem
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paralelamente a crista 6ssea para se anastomosar com vasos do ligamento periodontal, capilares

nas areas do sulco gengival e vasos que correm sobre a crista alveolar.

A drenagem linfatica da gengiva ¢ feita pelos vasos linfaticos do tecido conjuntivo da papila
prosseguindo pela rede coletora externa do periosteo dos processos alveolares, chegando aos
nddulos linfaticos regionais (particularmente submaxilares) e também pelos vasos linfaticos
situados logo abaixo do epitélio juncional se estendem em direcdo ao ligamento periodontal,

acompanhando os vasos sanguineos.

A distribui¢do topografica da rede capilar sanguinea e linfatica na regido subepitelial do sulco

gengival foi investigada por KINDLOVA e PLACKOVA (1973) num estudo realizado em ratos.

A inervacdo gengival ¢ derivada de fibras provenientes de nervos do ligamento periodontal e dos
nervos palatino, bucal e lingual. As estruturas nervosas presentes no tecido conjuntivo sao
compostas de: uma rede de terminais argirdfilas, das quais algumas penetram no epitélio; de
corpusculos tateis do tipo Meissner e Pacini; terminagdes em bulbo do tipo Krause e Ruffini,

que sdo receptores de temperatura e aspirais encapsuladas, (ITOIZ e CARRANZA, 1997).

Esta condicao de normalidade pode, em alguns casos, ser alterada por fatores externos tais como
presenga de placa bacteriana que uma vez no interior do sulco pode induzir uma reagdo

inflamatoria.

O conjuntivo proximo a parte mais apical do epitélio sulcular ou da bolsa periodontal, por estar
subjacente a um epitélio permedvel sujeito a agressdes, sempre apresentou uma reagao
inflamatéria mais intensa com acimulo de células do sistema imunologico, como também uma
reducdo no numero de mastocitos em relagdo ao conjuntivo da vertente externa subjacente ao

epitélio oral que ndo possui permeabilidade, como definiu SILVEIRA (1985).

Foram descritas por GARROCHO e LOPES (1990) que podem estar presentes no epitélio na
vertente interna que compoe a parede mole do sulco gengival, algumas alteragdes patologicas do
tipo exulceragdo, ulceragdo, degeneragdo e alteragdes morfoldgicas principalmente acantose e

presenga de queratina.

3.1.1 Do fluido sulcular gengival

A presenga do fluido sulcular foi notada desde o século XIX, mas, sua composicao e possivel
papel nos mecanismos de defesa bucais s6 foram elucidados pelos trabalhos pioneiros na década

de 50 com BRILL e KRASSE (1958) que, injetando fluorceina sodica em cdes por via
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endovenosa, verificaram, apos trinta segundos, a sua presenga no fundo do sulco gengival
clinicamente sadio e em trés minutos o material fluorescente recobriu as tiras de papel filtro
introduzidas no sulco. Os mesmos autores, em 1959, constataram que a estimulagdo mecanica de
curta duragdo sobre a gengiva marginal clinicamente sadia, provoca aumento de fluido tecidual

no fundo do sulco gengival.

RATCLIFF (1966) injetou, por via endovenosa, carbono coloidal em ratos “Holtzman” e
constatou que os fluidos intertisciais que nutrem os tecidos epitelial e conjuntivo transportam
particulas do carbono coloidal através destes dois tecidos para dentro do sulco gengival. Isso
indicou a passagem do fluido da corrente sanguinea através dos tecidos, para sair pelo sulco
gengival, achados confirmados por CARRANZA e BULKAZ (1997). Os autores demonstraram
a capacidade que o fluido gengival possui de expulsar particulas estranhas e bactérias do interior

do sulco.

O fluxo do fluido tecidual que passa através do epitélio do sulco e sua possivel fungdo bioldgica
como acdo anti-bacteriana e de limpeza mecanica, considerada por alguns como fungdo tecidual
normal, tem sido objetivo de pesquisas nos mais variados aspectos por grande numero de

pesquisadores nos ultimos vinte anos, (CARVALHO et al., 1980).

CARRANZA e BULKAZ (1997) confirmando estudos anteriores relatam que o sulco gengival
contétm um fluido que exsuda no seu interior, proveniente do tecido conjuntivo gengival
passando através do fino epitélio sulcular. Os mesmos autores acreditaram que o fluido possa
lavar o sulco de substancias, conter proteinas plasmaticas que podem melhorar a adesividade do
epitélio ao dente, possuir propriedades antimicrobianas e iniciar a atividade dos anticorpos na

defesa da gengiva.

Baseado no comportamento, o aumento do volume do fluido gengival ¢ notado no horario de
seis horas da manha as vinte e duas horas por: estimulo da mastigagao (massagem gengival),
influéncia de hormonios sexuais femininos (Ovulagdo, gravidez, contraceptivos hormonais)
relacionados a progesterona e estrogeno que aumentam a permeabilidade vascular, Fumo e apds

terapia periodontal (processo de cicatrizagdo), (CARRANZA JR e BULKAZ, 1997).

Os mesmos autores comentam que, alguns medicamentos ministrados sistemicamente, sao
liberados no fluido sulcular gengival, sendo de importancia significativa na conduta terapéutica
medicamentosa no auxilio do tratamento das infec¢des periodontais. A tetraciclina e o
metronidazol sdo medicamentos excretados no fluido gengival em quantidades maiores e

possuem uma efetividade grande no combate a agentes microbianos especificos da regido
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periodontal, lembrando que a tetraciclina ndo pode ser utilizada em idades que incluem épocas

de formacao de esmalte dentario (infancia).

Considerando a importancia do fluido como indicador de atividade de doenca, SMITH et al
(1992) ja relacionavam a quantidade e a qualidade do fluido em areas normais, com gengivites e
com periodontites, como também em diferentes dreas em um mesmo dente. Amostras de fluido
sulcular gengival indicavam diferencas relacionando o aumento de volume com a gravidade da
doenca, uma vez que a formacdo do fluido sulcular gengival ¢ o resultado de vasodilatagao
acompanhada pelo aumento da permeabilidade vascular gerada pela resposta inflamatéria dos
tecidos periodontais. Este aumento do fluxo do fluido gengival e a migragdo de PMN na
gengiva, geralmente presentes no sulco gengival, sdo resultantes de uma resposta inflamatoria

induzida por placa subgengival.

EMBERY ¢ WADDINGTON (1994) afirmam que o fluido possui uma variedade de substancias
que servem como potenciais marcadores de atividade de doenca periodontal e podem ser
divididos em grupos: grupo da placa microbiana (endotoxinas , enzimas e produtos finais de
metabolismo); grupo da perda celular (enzimas dos leucécitos, lactoferrinas e lisozimas); grupo
da perda tecidual (coldgeno, proteoglicanos e matriz protéica) e fatores de perda relacionado a

resposta imune (imunoglobulinas, complemento e citocinas).

OLIVEIRA et al. (2001) relatam que a patogénese das periodontites esta relacionada a produgao
de varias enzimas , liberadas por células conjuntivas , epiteliais ou inflamatdrias e a analise
bioquimica do fluido gengival oferece um método ndo invasivo de detecta-las. Os principais
componentes do fluido gengival passiveis de serem utilizados como marcadores para o
diagnédstico de atividade de doenga periodontal sdo : bactérias subgengivais e seus produtos,
mediadores inflamatorios e imunes, enzimas hidroliticas (B-glicuronidase e arilsulfatase,
fosfatase acida e alcalina, mieloperoxidase, lisozima e lactoferrina) e proteoliticas (colagenase,
elastase, catepsinas B e L, Dipeptidilpeptidases II e IV, Triptase) liberadas por células
inflamatorias, enzimas liberadas por morte celular (Aspartato aminotransferase, desidrogenase
latica) e produtos da degeneracdo tecidual. Os autores ainda comentam sobre obstaculos
relacionados quanto a técnica para coleta de amostras do fluido sulcular gengival e quanto a

computacdo do registro da atividade enzimatica.

Podendo ser coletado ndo invasivamente e sua composi¢do refletir a situacdo dos tecidos
periodontais, o fluido se torna importante no auxilio do diagnostico periodontal, (GRIFFITHS,

2003).
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OZMERIC (2004) apos realizar uma revisdo sobre marcadores de doenga periodontal baseada
em dez anos, coloca a utilidade do fluido sulcular gengival (como parte benéfica) como

indicador do estado periodontal por meio da investigagao de seus componentes.

SILVA et al. (2004) relataram que o fluido era gerado por um estimulo quimico ou mecanico,
depositado sobre o tecido gengival, que desencadearia uma reagdo inflamatéria, promovendo um
aumento da permeabilidade, permitindo saida de liquidos dos vasos. Os autores confirmam que o
fluido € composto por: substancias derivadas do soro , leucdcitos , bactérias, células epiteliais
descamadas , células de tecido conjuntivo além de macromoléculas diversas derivadas dos

tecidos gengivais e 0sseos; refletindo processo de saude e doenga periodontal.

Também CHIOCA et al. (2005), relatam que com o intuito de aprimorar ¢ proporcionar uma
maior decisdo no diagnostico, estudos sobre a quantificacdo e composi¢ao do fluido, vem sendo
realizados. O fluido parece ser um meio para monitoramento das mudangas ocorridas durante o
desenvolvimento da doenca periodontal. Nesse estudo os autores concluiram que os tecidos
saudaveis possuem menos vitronectina e fibronectina e que a presenca de glicoproteinas no

fluido gengival foi um bom indicador para o diagnostico de inflamacao gengival.

KURTIS et al. (2005) relataram que a colonizagdo de multiplas espécies bacterianas na
superficie do dente origina um processo inflamatorio gengival e em alguns casos ativa a
destrui¢do de tecido conjuntivo e dsseo alveolar. Componentes microbianos da placa bacteriana
tém a capacidade de ativar os mecanismos de defesa local do hospedeiro induzindo uma resposta
inicial, ou seja, um infiltrado de células inflamatérias incluindo linfocitos, macrofagos e
leucocitos  polimorfonucleares (PMN). A ativagdo por produtos bacterianos, de
mondcitos/macrofagos, linfocitos e células teciduais do hospedeiro local, como fibroblastos e
células endoteliais vasculares, leva a sintetizar uma variedade de citocinas que possuem efeitos
pré inflamatérios importantes relacionados a destruicdo 6ssea e indugdo de proteinases nos

tecidos. Os produtos agem como quimiotaticos e ativam diferentes subconjuntos leucocitos.

HATIPOGLU et al. (2007), registraram parametros clinicos e quantidades de fluido sulcular
gengival em 931 amostras locais de regides dos maxilares. Foram comparados os potenciais das
diferencas volumétricas de locais especificos com saude e doenca (gengiva saudavel, gengivite e
periodontite); entre dentes com anatomias diferentes (multiradicular e uniradicular) e locais de
amostragem em um mesmo elemento dental (mesio-bucais ou disto-bucais). As correlagdes entre
volume e medidas clinicas foram estatisticamente analisadas. Os resultados mostraram que
embora o volume aumentasse dentro de uma relagdo saude-doenga (gengiva normal produziria
menos fluido do que um tecido inflamado com gengivite e que este produziria menos fluido do

que um tecido com comprometimento mais grave como um caso de periodontite), a sua
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distribuicdo era difundida, dentes Multiradiculares apresentaram mais volume de fluido e até
mesmo locais interproximais mesio-bucais ou disto-bucais exibiram algum aumento
volumétrico. Os autores concluiram que a distribuicdo de volume do fluido sulcular gengival
estd relacionada a doengca em geral e que a gama extensiva de distribuicdo volumétrica, a
natureza local-especifica e a limpeza impdem ao local de amostragem uma diferenca de volume.

As correlagdes entre volume e medidas clinicas foram estatisticamente analisadas .

3.1.1.1 Métodos de coleta de Fluido sulcular gengival

O obstaculo mais dificil de ser superado durante a coleta do fluido gengival é a escassez de
material que pode ser obtida do sulco. Diferentes métodos de coleta foram tentados utilizando-se
tiras de papel absorvente, roscas espirais (colocadas em torno dos dentes dentro dos sulcos),

micropipetas e lavagens intra-sulculares.

LOE e HOLM-PERDESEN (1965), colocaram uma tira de papel de filtro logo na entrada da
bolsa ou acima e, deste modo, o fluido vertente ¢ captado pela tira, sem permitir que o epitélio

sulcular tenha ou entre em contato com papel.

Roscas espirais pré-pesadas foram usadas por WEINSTEIM et al. (1967). As roscas eram
posicionadas no sulco gengival ao redor do dente e a variagdo na quantidade de fluido coletada

era estabelecida pela pesagem da rosca com a amostra.

O uso de micropipetas permite a absor¢do do fluido por capilaridade. Tubos capilares de
didmetro e peso padronizados sdo colocados na bolsa e o seu contetido ¢ posteriormente

centrifugado e analisado. Os materiais estdo ilustrados na FIG 3.

FIGURA 3 - Materiais utilizados em coleta para obtengdo de fluido sulcular gengival .
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Lavagens sulculares podem ser usadas para estudar o conteido do fluido de gengivas
clinicamente normais. O método propds o uso de tubos capilares plasticos para a coleta de fluido
gengival e micro centrifugagdo dos mesmos contendo material para sua avaliacdo. Essa técnica
estd inspirada no trabalho de Brandtzaeg e Mann (1964) e ¢ utilizada com sucesso em larga

escala por MANN e STOFFER (1964) como também em outros laboratorios.

Os tubos capilares que possuem didmetro interno de 1,1 mm (JANKEE micro-hematocrit Tubes,
Clay-adams,em Nova York), eram selecionados e para desinfeccio dos mesmos, eram
aproximados a um bico de Bunsen. Apds o isolamento da area, a extremidade do tubo foi
colocada em contato com borda marginal do tecido gengival para coletar o fluido. O
procedimento foi repetido com varios tubos capilares que eram entdo depositados na
extremidade de um outro tubo de micro centrifugacdo de plastico. Os contetidos do fluido foram

separados por centrifuga¢do a 3.000 rotagdes por minuto durante 5 min.

MASSLER e SCHOUR (1949), ap6s coletarem 10 — 40 pl de fluido do sulco gengival da regido
ao redor de dentes anteriores superiores em aproximadamente 15 min, usando micropipetas
calibradas por aspiragdo, obtiveram apoOs centrifugagdo dos tubos, volumes conhecidos de
sobrenata do fluido. Microcapilares padronizados também foram usados por Krekeler, que

propds para o uso de recipiente o proprio tubo capilar sempre trabalhando em condigdes estéreis.

Os métodos utilizados para andlise dos componentes do fluido sdo: Fluorometria para detecg¢ao
de metaloproteases; ELISA para detectar niveis de enzimas e interleucina 1-beta;
Radioimunoensaios para detectar derivados de oxigenase e procolageno III; Cromatografia
liquida de alta pressdo para timidazole e proteinas de fase aguda detectadas por imunodepositos

direto e indireto.

Assim, SIEGEL et al. (1972), desenvolveram uma técnica para simular, in vitro, a coleta de
fluido gengival. Os autores utilizaram para isso micropipetas, papel absorvente em tiras e

solucdo de Ninidrina.

CIMASONI (1983) relata que foram propostos métodos para a coleta de material do sulco
gengival utilizando tira de papel absorvente, tubos capilares, lavagem do sulco gengival, fitas

plésticas e tira ou rodas de platina.

EMBERY ¢ WADDINGTON (1994) citaram em seu trabalho que o fluido ¢ coletado de vérias
maneiras, dependendo do tipo de analise e do material que vai ser investigado. Os mais
utilizados sdo as tiras de papel de filtro de acesso facil e transporte facilitado, para investigagao

de enzimas. Outros pesquisadores que investigam o aparecimento de metabolitos no tecido usam
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tubos microcapilares como um dos meios de coleta. O procedimento de lavagem do sulco tem

sido usado por Skapski e Lehner (1976).

Modos coletores do fluido gengival pelas tiras de papel e micropipetas posicionadas no interior

do sulco gengival, foram sugeridos por OZMERIC (2004).

Em outro estudo, SAFKAN-SEPPALA et al.(2006), investigando a quantidade de colagenase
presente no fluido sulcular gengival em pacientes diabéticos, utilizaram para obtencao do fluido
a seguinte técnica de coleta: apds os locais serem limpos, isolados com rolos de algodao e secos
suavemente, a placa bacteriana visivel supra-gengival era cuidadosamente removida com cureta
estéril. Nos sulcos que mediam de um a dois milimetros de profundidade, foram colocadas tiras
de papel filtro, inserindo 1 mm durante 3 minutos para coleta de fluido sulcular gengival e

posteriormente as tiras foram colocadas em tubos de Eppendorf.

LUNDY et al.(2006) para avaliar a adrenomedulina (presente na superficie de células epiteliais
em varios tecidos e que possui um importante papel antimicrobiano local) apds isolamento
relativo com algodao, posicionarem o sugador para evitar contaminagao pela saliva, realizarem o
indice de placa e secarem o dente, utilizaram um papel absorvente posicionado por 30 segundos
no sulco gengival para coleta de fluido e posteriormente realizaram medidas volumétricas pelo

Periotron 8000 complementada com a técnica de radioimunoensaio.

JOHANNSEN et al.(2006) investigaram a importancia do estresse para o desenvolvimento de
periodontite comparando o estado de saude oral. Para isso avaliaram marcadores pro
inflamatoérios e cortisol presentes no fluido sulcular gengival (GCF) e saliva em pacientes com
estresse mental e mulheres com depressdo. Para a coleta de GCF utilizaram lavagem
intrasulcular por um sistema de irrigagdo controlado associado a uma bomba peristéltica para
aspiracdo. Os locais a serem avaliados estavam isolados com rolos de algoddo, foram
suavemente secados e o tecido era cuidadosamente afastado. A agulha de expulsdo do material
foi inserida suavemente no sulco, o material colocado em solucdo salina (PBS - pH 7.4) e
transferido para tubos de Eppendorf através da agulha de aspiragdo (taxa de fluxo, 25 ml/h). As
amostras foram imediatamente centrifugadas (8.000 rpm) durante 15 minutos a 4° C, e a
sobrenata era congelada a -70° C para analise. Em casos de contaminagao com sangue visivel as

amostras eram descartadas.

EMINGIL et al.(2006) analisando 20 pacientes com periodontite agressiva generalizada, 20 com
periodontite cronica, 20 com gengivite ¢ 20 sem doenga periodontal utilizaram tiras de papel
filtro com amostras de fluido sulcular gengival que foram transportadas imediatamente para um

dispositivo previamente calibrado que mede eletronicamente o volume de fluido gengival e em
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seguida colocadas dentro de tubos de Eppendorf estéreis armazenados a -40°C para analise de

laboratorio.

Numa metodologia para coleta similar, ARAS et al.(2007) obtiveram amostras de fluido sulcular
gengival de duas bolsas periodontais profundas na maxila. Antes de coletar, a respectiva regiao
foi isolada com rolos de algoddo e secada através de um jato de ar suave direcionado
perpendicularmente ao dente durante cinco segundos para eliminar a umidade supra gengival.
Foram inseridos papéis absorventes 1 mm dentro dos sulcos e deixados durante 30 segundos.
Coletas com contaminacdo de sangue visivel estavam descartadas. Para eliminar o risco de
evaporagao, tiras de papel com GCF foram medidas e transportadas imediatamente para dentro

de ponta de Eppendorf estéril armazenado a -20°C para analise de laboratério.

3.1.1.2 Composicao do fluido gengival

No inicio de sua formagdo, o fluido parece conter uma baixa concentragdo de proteinas, e
poderia representar uma quantidade de liquido intersticial gerado localmente por um gradiente
osmotico como resultado de uma permeabilidade aumentada do tecido gengival e quando
contiver quantidades mais altas de proteina, progredir para um exsudato inflamatério classico;

(CIMASONI, 1983).

A composi¢do do fluido inclui: proteinas individuais, anticorpos especificos e antigenos,
enzimas de varias especificidades, elementos celulares (bactérias, células epiteliais descamadas e
leucdcitos), eletrolitos (potassio, sddio e calcio) e compostos organicos (carboidratos e

proteinas) estes ultimos numa concentracdo menor que no soro, (CIMASONI, 1983).

O autor relata que mais de 90% dos leucdcitos sio PMNs neutrofilos. A maioria deles € viavel,
possui a capacidade de realizar fagocitose, sdo encontrados nos sulcos mesmo quando os tecidos
estdo livres de infiltrado inflamatorio. Em sulcos clinicamente normais e saudaveis tem
mostrado a seguinte distribuicdo: 91,5% de PMNs (Neutrofilos); 8,5 % de células
mononucleares (58% de Linfocitos B, 24% de linfocitos T e 18% células fagocitarias
mononucleares nao especificas). Estas células sdo responsaveis pela parte imunologica do tecido

gengival atuando também no interior do sulco gengival
O pH do fluido foi encontrado e esta entre 7,54 e 7,89; (CIMASONI, 1983).

De acordo com SCHENKEIN (2003), as formas de respostas do hospedeiro contra o agente

agressor da doenca periodontal poderiam incluir quimiotaxia, reconhecimento das bactérias
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pelos neutrdfilos, sistema de complemento, fagocitose e morte, interacdes das bactérias com

monocitos, linfocitos (FIG.4) e fibroblastos.

Segundo o mesmo autor, os neutrofilos encontrados proximos do epitélio juncional sdo
considerados a primeira linha de defesa contra patdgenos da placa bacteriana. Esse acimulo de
neutrofilos nessas areas de agressdo ¢ induzido quimicamente por estimulos bacterianos, como
resultado do contato com bactérias ou com seus produtos (quimiotaxia). Estes sinais, resultam

em alteracdes sobre os vasos, facilitando a migragao dos mesmos para estas regioes.

Apoés quimiotaxia os neutrofilos tém a capacidade de consumir ou fagocitar a maioria das
bactérias por processo onde ocorrem interagdes com substincias quimicas, as opsoninas®, para
tornar a bactéria mais rapidamente reconhecida e facilmente aderida a sua parede, num processo

definido como opsonizagao.

O processo de englobamento e internalizacido de agentes estranhos ou de material celular lesado
¢ denominado fagocitose, e as células que possuem esta fun¢do sdo mencionadas como células
fagocitarias. Entre elas encontram-se os leucécitos, monocitos e macrofagos, FIG. 5 e 6

(FANTONE e WARD,1990).

Os autores relatam que o mecanismo de fagocitose de uma bactéria ou material estranho pode
ser ampliado por meio da opsoniza¢do de particula por receptores especificos para Fc e C3b

contidos nas paredes celulares.

Ainda de acordo com FANTONE ¢ WARD (1990), as células do sistema imunoldgico podem
ser ilustradas e esquematizadas de acordo com a sua morfologia e fung¢do. As principais células

encontradas no fluido gengival sdo mostradas nas FIG 4, 5 e 6.

a) Linfécitos
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FIGURA 4 - Linfocito — Caracteristica ¢ fungdo, (FANTONE e WARD, 1990).

4 opsonina ¢ uma molécula que age como facilitadora de ligagdo no processo de fagocitose. (cofactores que
revestem os microrganismos e aumentam a capacidade de englobamento por parte dos neutrofilos).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fagocitose
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b) Neutrofilos

CARACTERISTICAS E FUNGCOES
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FIGURA 5 - Neutré6filo — Caracteristicas e fungdes, (FANTONE e WARD, 1990).
¢) Mondcitos/Macrofagos
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*  Atividade procoagulante
* Formulagio de metabdlitos do axigénio
* Ativagio do complemento

Mandecita Macrdlagno

FIGURA 6 - Macroéfago — Caracteristicas e fungdo, (FANTONE e WARD, 1990).



30

BISSON-BOUTELLIEZ et al. (2001), utilizaram amostras de fluido sulcular de pacientes
periodontalmente saudaveis, para formar um grupo controle. As amostras foram coletadas
usando tiras de Durapore Millipore e foram estudados dois tipos de células: epitelial e
neutr6filos polimorfonucleares (PMNs). Apods esfoliacdo fisiologica para o fluido sulcular
gengival, essas células tém um papel importante na imunidade atuando como uma barreira
mecanica ¢ como células imunocompetentes protegendo os sulcos da invasdo bacteriana. Em
caso de doenga periodontal, o acumulo de placa e inflamagdo resultante pode estimular uma
significante alteracdo das fung¢des de ambas, aumentando a esfoliagdo e modulacdo de

marcadores imunolégicos.

OZMERIC (2004), relaciona os componentes celulares do fluido sulcular gengival em torno de
1-16% granuldcitos, 10-20% mondcitos/macrofagos, 5% mastocitos e 5% linfocitos de T. Os
Neutrofilos e monocito/macroéfagos sdo as partes essenciais do hospedeiro na resposta

inflamatoéria no fluido sulcular gengival.

Os monocitos/macrofagos sdo fagociticos e secretores que apds contatos com bactérias
produzem enzimas, citocinas e mediadores inflamatérios, entre eles IL-1, IL-6 e fatores de
necrose tumoral alfa (TNF-a). A Interleucina 1 pode estimular outras células a liberarem
enzimas destruidoras dos tecidos (metaloproteinases), tal como a colagenase que atua destruindo

o colageno.

Concordando com outros autores, SILVA et al. (2004), relatam que o fluido ¢ composto por:
substancias derivadas do soro , leucocitos , bactérias, células epiteliais descamadas , células de
tecido conjuntivo, além de diversas macromoléculas derivadas dos tecidos gengivais e 0sseos;

refletindo um processo de saude ou doenga periodontal.

O mesmo autor comenta que a colonizacdo de multiplas espécies bacterianas na superficie do
dente origina um processo inflamatorio gengival e em alguns casos ativam a destruicao do tecido
conjuntivo e o0sseo alveolar. Componentes microbianos da placa bacteriana tém a capacidade de
ativar a resposta local do hospedeiro induzindo uma resposta inicial caracterizada por um
infiltrado de células inflamatérias incluindo linfécitos, macréfagos, e leucocitos

polimorfonucleares (PMN).

Apds a ativacdo por produtos bacterianos, os mondcitos/macrofagos, linfocitos e células
teciduais locais do hospedeiro (fibroblastos e células endoteliais vasculares) sintetizam uma
variedade de citocinas que possuem efeitos proinflamatorios importantes relacionados a
destruicao Ossea e indug¢do de proteinases tissulares. Os produtos agem como quimiotaticos e

ativam diferentes subconjuntos de leucocitos, (KURTIS et al. 2005).



31

A composicdo do fluido sulcular gengival pode indicar a presenga dessas substancias

anteriormente citadas.

3.1.1.3 M¢étodos de medi¢ao de volume de fluido sulcular gengival

A drenagem do fluido tecidual do sulco gengival tem sido alvo de pesquisas nos mais variados

aspectos. Para medir os volumes deste fluido, métodos e técnicas foram desenvolvidos.

SIEGEL, et al. (1972) desenvolveram técnica para simular, in vitro, a coleta de fluido gengival

utilizando para isso micropipetas, papel absorvente em tiras e solucdo de Ninidrina.

SUPPIPAT e SUPPIPAT (1977) procederam a avaliagdo eletronica (PERIOTRON) do volume

de fluido sulcular conjugada com a coloragao pela Ninidrina das tiras de papel absorvente.

Em seguida GARNICH, et al. (1979), SPRANGER (1980) e TSUCHIDA ¢ HARA (1981),
efetuaram estudos de avaliagdo sobre drenagem do fluido sulcular eletronicamente com o auxilio

do Periotron, utilizando tiras de papel absorvente conforme mostra a FIG7.

A quantidade de fluido pode ser avaliada pela coleta com papel filtro colorido por solugdo de
Ninidrina ou pelo Periotron. O papel consegue absorver aproximadamente 0,1mg de fluido em 3
minutos. Challacomb (1980) citou que a média de volume do fluido sulcular gengival na regido
interproximal dos molares era de 0,43 a 1,56 pl. e em dentes anteriores era de 0,24 a 0,43 ul. O
volume do fluido calculado no espago proximal ao redor de um determinado dente, produzida

em 1 dia na cavidade oral, foi em torno de 0,5 ¢ 2,4 ml por dia, (CIMASONI, 1983).

SMITH et al. (1992) ja relacionavam a quantidade e a qualidade do fluido em areas normais,
com gengivites e com periodontites, como também em diferentes dreas em um mesmo dente.
Amostras de fluido sulcular gengival indicavam diferengas relacionando o aumento de volume
com gravidade de doenca uma vez que a formacao de fluido sulcular gengival é o resultado de
vasodilatagdo acompanhada pelo aumento da permeabilidade vascular gerada pela resposta
inflamatoéria dos tecidos periodontais. A medida do volume do fluido gengival foi realizada por

um transdutor eletronico Periotron 6000 (IDE Interstate, Amityville, N.Y.).

No trabalho de QADRI et al. (2005) realizado em 17 pacientes com doenga periodontal , com
bolsas periodontais menores que 7 mm, a coleta de fluido sulcular gengival foi realizada com

papel absorvente e as medidas de volume foram realizadas pelo Periotron 8000.

KURTIS et al. (2005) em seu trabalho, coletaram amostras de fluido sulcular gengival usando
tiras de papel que estavam comercialmente disponiveis. O local de coleta era cuidadosamente

secado e 1isolado para prevenir que as amostras fossem contaminadas pela saliva. Foram
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inseridas tiras no sulco até encontrar resisténcia moderada, ndo mais que 1 mm, durante 30
segundos. Cuidado foi tomado para evitar dano mecanico aos tecidos gengivais. Tiras
contaminadas com sangue ou exsudato foram descartadas. A quantidade de fluido sulcular
gengival nas tiras foi medida por peso acumulado comparado com tira teste. Estas tiras foram
colocadas em embalagens plésticas, lacradas, codificadas, entubadas, micro centrifugadas e
pesadas novamente. O ensaio foi realizado imediatamente apos a coleta com finalidade de evitar
qualquer evaporagdo e armazenadas a - 70°C até adicionar a enzima . A massa do fluido em cada

tira em (mg) foi convertida para um volume em mililitros assumindo volume (ml).

LUNDY et al. (2006) para avaliar a adrenomedulina (presente na superficie de células epiteliais
em varios tecidos) apds isolamento relativo com algodao, posicionar o sugador, realizar o indice
de placa e secar o dente, utilizaram um papel absorvente por 30 segundos para coleta de fluido e
posteriormente realizaram medidas volumétricas também com Periotron 8000, seguido pela

técnica de radioimunoensaio.

3.1.1.3.1 Do Periotron

O PERIOTRON (Harco eletronics, Winnipeg, Manitoba, Canad4) medida de micro-umidade, ¢
um instrumento eletronico que foi projetado para permitir o uso de uma variedade de tiras de
papel absorvente (periopaper) especificas para fluido sulcular gengival (GCF), fluido de bolsa

periodontal (PPF), fluxo salivar e medidas de espessura da saliva, FIG 7.

FIGURA 7 — Periopaper posicionado no interior do sulco gengival de um incisivo superior — desenho de
posicionamento do papel absorvente: a) proximo da luz do sulco e b) dentro do sulco encontrando leve resisténcia,

(CIMASONI, 1983).
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Ele se baseia em um sistema de medicdo eletronica utilizando um transdutor eletrénico que
quantifica o fluido coletado por um papel absorvente. A umidade da tira de papel afeta o fluxo
de uma corrente elétrica e fornece uma leitura digital (mensurando) que pode ir de 0 a 200
unidade arbitraria de medida (referente as medidas em fragdes de microlitros observados em 5

segundos).

O equipamento tem dois eletrodos que sdo usados no processo de medi¢ao. Um superior mével
controlado por uma alavanca e um inferior que ¢ estacionario. Fechando a alavanca os dois
eletrodos se retinem e comec¢a uma medida ciclica. Na FIG 8 estdo ilustradas as fotografias das
cartelas papéis absorventes, o Periotron e em detalhe o Periopaper posicionado entre os dois

S€NSOres.

FIGURA 8 - Base porta cartela, Periopaper, Periotron com envelope contendo periopaper - Periopaper posicionado

no sensor

Apds um tempo prefixado (10 segundos), o mesmo exibird um niimero e esse sera definido

como uma medi¢ao do Periotron, representando a quantidade de fluido no papel absorvente.

O painel de exibi¢do possui trés caracteres que este segmento revelou e a exibigao fica situada
no painel dianteiro, variando contagens entre 0 e 200. Essas medidas poderdo ser convertidas em

medidas de volume e espessura.

Uma leitura zero no painel anterior serve para ajustar o Periotron. Isso s precisa ser feito uma
vez quando o mesmo ¢ ligado. O primeiro ajuste € necessario para calibrar uma base comum

para todos os resultados.

Para realizar este ajuste abra um pacote estéril de tiras de Periopaper e posicione a folha
contendo estas tiras no suporte prendendo-o ao topo do equipamento. Em seguida remova uma
tira de periopaper com pingas de algodao (FIG 8), coloque esta tira seca entre os sensores de
medicdo e ajuste o instrumento movimentando a roda de ajuste grande a frente do instrumento

até o visor do display ler "00". Descarte a tira seca; comece medidas do fluido sulcular gengival.
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O programa do Periotron computa uma curva simples que relaciona o volume de fluido (ul) no

“eixo de x”’(abscissas) para a Contagem do Periotron no “eixo de y”(ordenadas), FIG 9.

PerioPaper Padrao Curva Valores Tipicos

Volume (ul) Periotron Score
Periopap er Standard Curve
. 120 O O
T
£« 0.1 1630
20 r =0.999; 4th order polynomial regression
00.‘0 0.1 02 03 04 05 06 0.7 03 0'2 44'30
Dr. Hershall Kaufman 0.3 63.70
04 87.00
0.5 100.70
0.6 110.70
0.7 119.30

FIGURA 9 — Periotron — equipamento de medi¢@o de volume (Oralab) e tabela de conversdo de volume.

3.2 Efeitos bioldgicos da irradiacido laser em baixa intensidade

Os efeitos biologicos resultantes da laserterapia de baixa intensidade sdo relatados desde 1964
pelo grupo do professor Endre Mester que foi um dos pioneiros no uso do laser nos tecidos
biologicos, objetivando um aumento da velocidade de reparagdo tecidual, (TURNER e HODE,
1999).

\

Doses de radiacdo levam a absor¢do da luz pelos cromoforos intracelulares como melanina,
hemoglobina ¢ citocromos® da cadeia respiratoria no interior da mitocondria® levando a um
maior aproveitamento de O, com conseqiiente aumento de produgdo de energia metabolica-

ATP, (KARU 1989,1999 e 2003).

Os mecanismos de acdo, primarios e secundarios, da irradiagdo direta com lasers de emissao

vermelha e infravermelha sobre as células, mostraram que a citocromo oxidase, que ¢ uma

5 Citocromos sio proteinas, geralmente ligadas a uma membrana, que contém grupos heme e que efetuam o
transporte de electrons.

6 Mitocondria ¢ uma organela celular importante para respiragdo celular. E abastecida por substincias organicas
como oxigénio e glicose, as quais processa e converte em energia na forma de ATP.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Grupo_heme&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Organelo
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenosina_tri-fosfato
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enzima terminal da cadeia respiratéria nas células eucariotas, pode ser uma possivel
fotoreceptora, quando as células sdo submetidas as irradiagdes. Os mecanismos primarios sao:
alteracOes nas propriedades redox dos componentes da cadeia respiratoria, apos a fotoexcitagao
de seus estados eletronicos, geracao de oxigénio singleto, aquecimento transitorio localizado dos
cromoéforos absorvedores e a producdo aumentada de anions superdxidos, com o subseqiiente
aumento da concentracdo de H,O, , produto de sua dismutagdo (processo quimico em que um
elemento com determinado numero de oxidagdo se transforma, originando compostos que tém
dois ou mais nlimeros oxidativos). Os mecanismos secundarios estdo relacionados a uma cascata
de reacdes conectadas a alteracdes dos pardmetros de homeostase celular (pH, concentragdo de

Calcio, AMPc e concentragdo de ATP); (KARU, 1999).

Para MISERENDINO (1995), os lasers em baixa intensidade sdo biomoduladores da resposta
celular. Nesse caso, a interacdo da luz laser em baixa intensidade com o tecido, poderd promover
alteragdes no mesmo o que poderd culminar como resultado final os efeitos analgésicos,
antiinflamatdrios, antiedematosos e cicatrizantes, FIG 10, (CRUANES, 1984; TRELLES, 1990
e SILVEIRA, 2001).

—I RADIAGAO

SOFT-LASER

- e 5
s T' ABSORGAO

BIOQUIMICO 0S
BIOELETRI(;O PRIMARIOS
BIOENERGETICO .DIRETOS

EFEITOS
1. ESTIMULO DA MICROCIRCULAGAO INDIRETOS
. Locais
2. ESTIMULO TROFICO CELULAR . Regionais

. - EFEITOS
2. EFEITO ANTIINFLAMATORIO ANTIEDEMATOSO TERAPEUTICOS

E NORMALIZADOR CIRCULATORIO GERAIS
Cruanes (1984) 3. EFEITO BIOESTIMULANTE DO TROFISMO TISULAR

FIGURA 10 - Resumo de CRUANES (1984) para efeitos do laser de baixa intensidade traduzido e colorido por
SILVEIRA (2001).

Baseado no esquema da FIG10, CRUANES (1984), em seu livro, procura definir e justificar cada um

dos estagios pelas caracteristicas e comportamentos dos diversos tipos de tecidos.

Efeitos primarios ou diretos do Laser (CRUANES 1984):
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Bioquimico - Atuando na dispersdo de substancias inflamatorias e na modificagdo de reagdes
enzimaticas. O efeito do laser com carater circulatério promove instalacdo da histamina na
circulacdo de pequeno calibre, o efeito antiinflamatorio ¢ por inibicdo da atuacdo das
prostaglandinas, evitando o acimulo de radicais ligados a manifestacdo algica, no periodo de
remissdo da lesdo e o efeito regenerativo atua diretamente sobre a molécula do ATP7, facilitando
a sua produgdo, o que serd responsavel direto pela energia consumida durante a mitose, para a

regeneragao tecidual, estimulando também, aumento na velocidade de quebra da fibrina.

Bioelétrico — Promovendo uma maior produg¢do de ATP, resultando em maior concentragdo de
energia, o que influenciaria diretamente sobre o trabalho da Bomba de Sddio e Potéassio (Na/K),
proporcionando uma aumento na efetividade devido a maior possibilidade na repolarizacao.
Estimula a alteracdo de permeabilidade das membranas celulares interferindo nas trocas

i0nicas de Na, K ¢ Ca;

Bioenergético — Resultando no aumento do aporte energético local, responsavel pela maior
presenga da molécula de ATP, facilitando o equilibrio energético entre a demanda fisica ¢ a
necessidade de obtencdo de energia. Alteracoes na estrutura mitocondrial promovem

modifica¢des no aproveitamento de O, resultando em aumento na produgdo de ATP.
O mesmo autor, relaciona como efeitos secundarios ou indiretos do laser :

Estimulo a microcirculacdo - Caracteristica principal do efeito laser circulatorio ¢ estimular o

transito da molécula da histamina na microcirculagdo, mantendo os esfincteres pré-capilares

abertos, promovendo assim, uma facilitagao no transito do aporte sanguineo na regiao.

Estimulo ao trofismo Celular - Devido ao aumento na producdo do ATP, haverd o aumento na

velocidade das mitoses, o que ird influenciar diretamente sobre o aumento da velocidade de

cicatrizagao e do trofismo tissular.

Os efeitos terapéuticos gerais proporcionados pelos laser de baixa intensidade sobre tecidos

vivos segundo CRUANES (1984) seriam:

Analgésico - Estabilizacdo da membrana celular por hiperpolarizacdo, através da obstru¢dao dos
canais de potdssio ao reorientar-se as camadas de lipoproteinas da membrana dificultando a sua
despolarizagao, pois seu potencial estara equilibrado devido ao estimulo de producao do ATP, o
que colabora diminuindo o efeito algico da bradicinina e prostaglandina nos receptores com a
reducdo na sensagdo de dor; a eliminagdo de substancias alégenas e reducdo na sintese de

prostaglandinas evitando a redug@o no limiar de excitabilidade dos receptores dolorosos e ocorre

7 Trifosfato de adenosina ou adenosina trifosfato (ATP), ¢ um nucleotideo responsavel pelo armazenamento de
energia em suas ligagdes quimicas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Nucleot%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Energia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
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ainda liberagdo de substancias morfinomiméticas como as encefalinas e endorfinas com estimulo

a precipitagdo local de beta endorfina.

Antiinflamatorio - Justificado pela acdo sobre as prostaglandinas (inibindo a concentragdo de

agentes causadores de quadro algico local); pelo favorecimento no equilibrio do pH na regido
(onde a acidez ocasionada pela acdo dos macrofagos seria controlada pelo estimulo a
microcirculagdo); promovendo aceleragdo da microcirculagdo originando alteragdes na pressao
hidrostatica capilar com reabsorcdo do edema e eliminagdo do actimulo de catabdlico
intermediario, como o 4cido piravico e lactico, e finalmente promovendo a liberagdo de

prostaglandinas a partir do acido aracddnico com transformagdo desta em prostaciclina;

Antiedematoso - Estimulo a absor¢do do edema por microcapilares linfaticos, pela quebra de

radicais que possam se encontrar depositados em seus “gaps” , dificultando a passagem do

liquido entre os meios.

Cicatrizante - Responsavel pela maior disponibilidade de molécula de ATP, influenciando
diretamente sobre o aumento ¢ velocidade das mitoses; estimulando a condu¢do de nutrientes

pela microcirculagdo e acelerando na recuperagao da microcirculagdo lesionada.

WALSH (1997) em sua revisdo sobre 30 anos de experiéncia com laser de baixa intensidade e
bioestimula¢cdo em odontologia, relata que esta terapia estimula a proliferag¢do fibroblastica, ativa
fagocitose nas células do sistema imune, provoca quimiotaxia para leucdcitos, direciona e
seleciona o sistema imune, aumenta a producao de queratina e a mobilidade dos queratindcitos,

ativa a proliferacdo, diferenciagao e calcificagdo dos osteoblastos.
O mesmo autor sugeriu investigagdes direcionadas para dosimetrias especificas.

ALMEIDA-LOPES e PINHEIRO (1998) consideram como indica¢des para aplicagdes do laser
de baixa intensidade: alivio da dor (efeito antialgico), reparacdo tecidual (efeito bioestimulante
do trofismo celular), redu¢cdo de edema e de hiperemia (efeito antiinflamatério e normalizador

circulatorio).

MELLO et al. (2001) relatam a capacidade da terapia em baixa intensidade em promover a
estimulagdo dos sistemas imunitarios ajudando na melhora da defesa do organismo, diminui¢ao

do edema e diminui¢ao de dor pos-operatdria.

REDDY (2004), relata que dado a magnitude de tratamento envolvendo muitas varidveis como:
comprimento de onda, modo de operagdo (pulsado - continuo), dose de energia, densidade de
poténcia, tempo de exposicao, freqiiéncia, e duracdo total de tratamento, ndo é surpreendente que

resultados difiram de um estudo para outro.
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Para se trabalhar com laser ou fontes de luz ¢ necesséario que se conheca dosimetria e para isso
entender duas grandezas que estdo relacionadas: densidade de Poténcia (intensidade ou

irradiancia) e densidade de Energia ( Dose).

Densidade de poténcia ou intensidade ou irradiancia pode ser representada pela formula a seguir,
. : A s . . 2 N .
onde P ¢ a quantidade de poténcia em Watts e A ¢ a area em cm” onde esta poténcia serad

depositada.

Lo W)

T Alomd)
Os diversos tipos de lasers possuem poténcias diferentes e esta relacdo entre grandezas pode

modificar o tipo de efeito desejado, dependendo do impacto sobre um material ou superficie.

A densidade de energia ou dose esta representada pela equagdo a seguir onde P ¢ a poténcia
expressa em Watts, A € a drea em em’,eTéo tempo expresso em segundos.
_P(W).T ()
A(em®)
ou

E
o= —mﬂ

Alem*)

SLINEY (2007), relata que de acordo com a comissdo internacional de iluminacdo, a nova
nomenclatura propde mudangas, inclusive trocando as defini¢des de intensidade para irradiancia

e fluéncia para exposicao irradiante ou dose, € que estas grandezas considerem na sua relagao

nao so a area, mas também o volume irradiado, FIG 11.
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FIGURA 11. Conceitos radiométricos para aplicagdes fotobioldgicas para exposicdo de tecidos vivos. Setas

descrevem a irradiagdo colimada e continua, (SLINEY 2007); adaptado por SILVEIRA 2008.
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CRUANES (1984) sugeriu que as quantidades de energias a serem depositadas em tecidos vivos
deveriam se situar entre 1 e 5 Joules por unidade de “superficie” e que para se conseguir efeitos
biologicos a relagdo entre energia e efeito seria a seguinte: analgésicos 2 a 4 Joules;
antiinflamatorio 1 a 3 Joules; regenerativo de 3 a 6 Joules e que de 1 a 3 Joules ja era capaz de

ativar a circulagao.

Dentro dos modos de aplicagdo, HERRERO (1986) comenta que em termos de dosimetria: ¢
mais confidvel realizar aplicagdes pontuais do que a executar a técnica de varredura; de acordo
com cada situagdo ou area ha variacdes na doses a serem aplicadas e que ndo ¢ aconselhdvel
ultrapassar a quantidade de energia de 15 Joules sobre um ponto em uma tnica aplicagdo porque
parece que ndo se observam melhoras e maior rapidez de agdo quando maiores energias sao

aplicadas.

A mesma autora, no QUADRO 1 , sugere que como ponto de partida a recomendagdo para o
profissional que inicia obter resultados satisfatorios, a energia relacionada com efeitos bioldgicos

poderiam ser de:

Efeitos Energia
Antialgico Dor muscular de 2 a 4 Joules
Dor articular de 4 a 8 Joules
Antiinflamatorio | Lesoes agudas de 1 a 6 Joules
Lesdes cronicas | de 4 a 8 Joules
Regenerativo de 3 a 6 Joules
Circulatorio de 1 a 3 Joules

QUADRO 1- Sugestio de quantidades de energias a serem aplicadas durante a terapia laser em baixa
intensidade, HERRERO (1986).

Os valores de energia acima sugeridos no QUADRO 1 devem ser convertidos em doses
(densidade de energia) dividindo-se esses valores pela area do spot de saida do feixe de cada

equipamento.

O equipamento laser utilizado no presente trabalho é da empresa MMOPTICS que considerando
a area do spot como 0,04cm’, os valores acima devem ser multiplicados por 25 ¢ os valores de

dose para este equipamento estdo contidos no QUADRO 2.

Efeitos Energia Doses (Spot 0,04cm”)
Antialgico Dor muscular de 2 a 4 Joules de 50 a 100 Joules/cm”
Dor articular de 4 a 8 Joules de 100 a 200 Joules/cm”
Antiinflamatério | Lesdes agudas de 1 a 6 Joules de 25a 150 Joules/cm®
Lesdes cronicas | de 4 a 8 Joules de 100 a 200 Joules/cm”
Regenerativo de 3 a 6 Joules de 75 a 150 Joules/cm”
Circulatorio de 1 a 3 Joules de 25a 75 Joules/cm®

QUADRO 2- Sugestio de energias com valores de doses apos aplicacdo do fator de conversdo de 1x25(MMoptics)
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HERRERO (1986), considera como algumas contra-indicagdes para aplicacdes do laser de baixa
intensidade: processos bacterianos agudos, aplicagdes sobre neoplasias, pacientes submetidos a
tratamentos com medicamentos fotossensibilizantes, sobre areas com medicacdo topica e

qualquer aplicagdo direta sobre a retina, para ndo causar injuria.

A mesma autora lembra que dentro das normas internacionais de seguranca a utilizacdo de
6culos protetores se faz necessaria para todos os envolvidos no procedimento: paciente ,
profissional e auxiliar. O material utilizado na confeccao dos 6culos tem que estar ressonante

com o comprimento de onda emitido pelo seu respectivo equipamento.

LIMIA (1988), também revela o perigo e chama aten¢do com relagdo a necessidade do uso de
6culos para prote¢do da retina do paciente, profissional e auxiliar. Recomenda-se ainda evitar
sua aplicacao sobre as glandulas de secrecdo interna e glandulas sexuais, pois sua acdo poderia

incrementar sua fun¢do nao-desejavel.

Alguns trabalhos relatam outros efeitos ou alteragdes teciduais que foram comprovados por
diversos autores, relacionando o tipo de laser e a dosimetria, considerando de extrema
importancia a quantidade de energia aplicada sobre determinado tecido; (WOLBARSHT, 1987,
1991; GOLDMAN,1981; MUNCHERYAN, 1983; PIMENTA, 1990 e GENOVESE, 2000).

Experimento investigando tecido epitelial, concluiu que a irradiagdo laser de baixa intensidade
sobre tecidos vivos, acelera a reprodu¢do de células epiteliais e sua maturacdo através do
aumento da atividade da fosfatase 4acida, estearase, desidrogenase lactica e
succinildesidrogenase. Esses achados demonstraram que as células epiteliais filhas
apresentaram-se com caracteristicas morfoldgicas e funcionais idénticas as antecessoras, sem

apresentar sinais de atipia celular. (TRELLES et al.,1989).

De acordo com outros autores, NEIBURGER (1994) considera que a dosagem do laser em baixa
intensidade depende de varios fatores: da poténcia, da freqiiéncia, da area do spot, da distancia
do feixe até a 4area a ser irradiada, do tecido a ser irradiado e sua area em (cm?) e do tempo de

exposicao (em segundos).

O mesmo autor, tratando lesdes aftosas em humanos, verificou que as areas irradiadas com laser
de He-Ne (12 J/cm?) epitelizaram mais rapido que o do grupo controle nao irradiado, tendo ainda
diminui¢do da dor no grupo irradiado e relatou ainda que os lasers de He-Ne com comprimento
de onda entre A=632,8nm e Diodo A=694nm e fluéncia de 2 a 24 J/cm? aceleraram a cicatrizagao

de lesdes de pele em ratos e humanos.

SIMUNOVIC et al. (2000), verificaram os efeitos da terapia laser em baixa intensidade sobre a

cicatrizacdo dos ferimentos em um estudo clinico aleatério, utilizando 74 pacientes, com danos
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corpdreos provocados por acidentes de transito e em praticas esportivas. Os autores citam o0s
efeitos bioquimicos e bioestimuladores do laser em baixa intensidade como efeitos celulares que
ja foram estabelecidos com: estimulacdo da atividade mitocondrial, acentuacdo da produgdo de
ATP, estimulagdo e sintese de DNA e RNA, aumento da produgdo de proteinas, modulacdo da

atividade enzimatica, variagcdo de pH intra e extracelular e aceleracdo do metabolismo celular.

O mesmo trabalho mostra que estd cientificamente determinado pelos niveis histolégicos e
microscopicos do ferimento que a terapia laser de baixa intensidade provoca aumento da
microcirculagdo e neovascularizagdo sobre a superficie do ferimento, redu¢do do microedema
que ocorre nos tecidos subjacentes (como a melhoria do fluxo sanguineo), aumento significativo
do tecido de granulacdo, da atividade bem como numero de fibroblastos, crescimento do nimero
e atividade de mastocitos € macrofagos e significativo estimulo da re-epitelizacao das margens

da ferida.

Os autores relatam que o uso da terapia laser em baixa intensidade sobre a cicatrizagdo de
ferimentos com dosagens adequadas (4 a 10 J/cm?) podem melhorar significantemente o
processo de cicatrizacdo, reparagdo funcional e alivio da dor. As dosagens ideais devem ser
individualmente determinadas e aplicadas, porque uma dosagem acima dos limites ou abaixo,
podem levar a efeitos negativos, a nenhum efeito ou mesmo a efeitos opostos sobre a
cicatrizacdo de ferimentos pds-operatorios, e isto pode ser a principal causa dos tratamentos mal
sucedidos. Os efeitos sistémicos nos tecidos moles tratados num curto periodo de tempo nao
foram integralmente determinados e comprovados, entretanto, efeitos minimos da LILT sobre o
nivel de microcirculacdo local encorajou fortemente a estudos complementares, tanto em
humanos como em animais. Os lasers aplicados como monoterapia podem melhorar
significantemente a cicatrizacdo e, subseqiientemente, acelerar o processo de recuperacao

funcional, que aumentou entre 25 a 35% nos pacientes irradiados.

3.2.1 - Efeitos do laser de Baixa intensidade sobre os vasos sanguineos

Da interagdo quantica entre a radiagdo laser e a matéria viva, podem resultar efeitos térmicos,
mecanicos, elétricos, fotoquimicos e fotofisicos. Alguns desses mecanismos, como oS
fotomecanicos e fotoquimicos, dependem da absor¢do de fotons que atuando sobre estruturas
celulares podem resultar na ativagdo da micro circulacdo local, reduzindo ou eliminando edemas,
seja de origem inflamatoria ou ndo, promovem maior atividade fibroblastica, quer induzindo sua

proliferagdo ou estimulando sua funcao de sintetizar ou remodelar fibras e substancia amorfa,
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auxiliando assim o processo de cicatrizagdo e colaborando também com grande efeito antidlgico.
Para que esses efeitos ocorram ¢ fundamental que a luz laser seja absorvida. Com essas
propriedades ja verificadas, pode-se aplicar mais esse recurso terapéutico nas diversas areas da

odontologia, (SILVEIRA, 2001).

Ativar a microcirculagdo local e aumentar a drenagem linfatica sdo efeitos importantes que
ocorrem quando se aplica laser de AsGa A = 904nm sobre tecidos vivos (BENEDICENTI, 1982);
CRUANES,1984; ACANFORA et al ,1986 e 1988; PINTER,1987 ¢ LIMIA ,1988).

Especificamente sobre a circulagdo, os mecanismos de dilatagdo capilar ocorrem nos esfincteres
terminais desses vasos e que a vasodilatagdao e o aumento da circulagao coincide com a aplicagao
do laser. Esse efeito ndo depende somente do efeito fisico da luz nos receptores celulares, mas
também de uma ativacdo dos mediadores do balango vascular humoral, como a liberagao de
histamina e de serotonina. Esse aumento da circulagdao ¢ mantido em todos os casos por mais de
vinte minutos apds a cessacdao da aplicagdo da irradiagdo mesmo que a regido seja resfriada,

MIRO et al. (1984).

MAYAYO e TRELLES (1986) realizaram uma experiéncia em ratos mutantes com aplasia de
timo, executando uma ferida cirtrgica no dorso dos animais. Aplicou-se laser de He-Ne com
energia de 2 e 4 Joules por cm” e os resultados foram que todos os ratos que nio receberam o
laser caminharam para septicemia, enquanto que os restantes sobreviveram. A conclusdo que os
autores chegaram ¢ que o laser atrai para fora dos vasos os fagocitos, aumentando

principalmente a resisténcia local.

O mecanismo de agdo da radiacao laser sobre os mastdcitos poderd ocorrer sob absor¢dao de
energia, que resultaria efeitos secundarios (MAILLET, 1987), ou agdo direta dos fétons emitidos
ao atuarem na membrana celular dos mastocitos, provocando a sua ruptura, ja que sdo células

excepcionalmente vulneraveis a qualquer tipo de estimulo, como afirmava UVNAS (1964).

LIMIA (1988) relata que areas submetidas a irradiacdo laser possuem um aumento da
capilaridade terminal com conseqiliente incremento da drenagem linfatica e que a acdo laser
especificamente do AsGa de A = 904 nm, atua como bioestimulante celular por incorporagdo de

energia em uma freqiiéncia facilmente assimilavel pelo tecido, sem nenhum efeito secundario.

O aumento do aporte sanguineo em regides vascularizadas e a intensificagdo da drenagem
linfatica apds a irradiagdo laser de AsGa A = 904nm foi relatado nos trabalhos de

BENEDICENTI (1982),CRUANES(1984) ¢ LIMIA (1988).
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O estudo da irradiagdo Laser de baixa intensidade sobre tecidos vivos tem se verificado sob as
mais diversas formas, entre elas, seu efeito sobre os mastocitos (MAYAYO, 1984; TRELLES et
al., 1988; TRELLES et al. ,1989; SILVEIRA ¢ LOPES, 1991; TRELLES e MAYAYO, 1992).

TRELLES et al. (1988) investigando ac¢ao do laser sobre mastdcitos e produgdo de histamina,
utilizaram um laser de emissdo vermelha em A=632,8 nm, variando poténcias de 4 e 50 mW,
com energias de 2,4 Joules por cm?, para irradiar tecido de lingua de ratos e concluiram que para
poténcias de 4 mW, o aumento de histamina foi de 100% enquanto que com poténcia de 50 mW,
o aumento de histamina foi de 30 %. Nesse trabalho observamos que se a energia de 2,4 Joules
por cm” foi mantida e a poténcia reduzida de 50mW para 4 mW, houve uma necessidade de um
tempo maior de aplicacdo do que quando os autores utilizaram a mesma dose com potencia de

50 mW.

Os efeitos antiinflamatério e antiedematoso oriundos do laser dependem da aceleragdo da
microcirculagdo originando alteragdes da pressdo hidrostatica nos capilares e reabsor¢cdo do
edema, bem como a eliminagdo de metabolitos intermediarios como o acido piravico e lactico,
LIEVENS (1988; 1990; 1991). Esses observaram que ao irradiar com laser a regido de feridas
cirargicas em ratos, o fluxo linfatico e a regeneragdo desses vasos ocorreram mais rapidamente

do que no grupo controle que nao foi submetido a irradiacao.

EL-SAYED e DYSON (1990) realizando estudo utilizando lasers emitindo em seis diferentes
comprimentos de onda, utilizando energia de 10,8] em 1 cm® , observaram que a desgranulagio e
o numero de mastocitos presentes nesses grupos laser eram maiores ¢ que os efeitos da

irradiagdao eram de maior significancia em peles lesadas.

SILVEIRA ¢ LOPES (1991) em trabalhos realizados sobre a pele do dorso de cobaia Cavia
porcellus, comprovaram a participagdo do efeito da radiacdo laser AsGa com A = 904nm no
processo de desgranulagdo dos mastdcitos e também uma quantidade maior de proliferagdo
fibroblastica no tecido conjuntivo, aumento significativo da substancia fundamental amorfa e
uma pequena infiltracdo leucocitaria que ndo chegou a caracterizar processo inflamatorio em sua
plenitude. Os mesmos autores relataram uma diminui¢do imediata de mastdcitos nas zonas que
receberam aplicagdo de laser e consideraram que esta diminuicdo foi decorrente da
desgranulagdo total e completa dissolucdo dos granulos liberados, ndo sendo possivel sua
identificacdo. Os mastocitos em desgranulagdo diminuiram a medida que o tempo decorria apds
a irradia¢do, mas os mastocitos intactos, por sua vez, aumentavam em nimero e esta evidéncia

pode ser observada 72 horas apds a aplicagao.
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No mesmo trabalho, concluiram que além de promover desgranulagdo de mastdcitos,
provocando alteragdes circulatorias locais (vasodilatagdo), a aplicagdo laser determina de alguma
forma o aumento da atividade fibroblastica, auxiliando na recomposi¢do tecidual e que o

infiltrado leucocitrio observado foi de pequeno porte.

TRELLES e MAYAYO (1992) afirmam que um dos efeitos biologicos derivados da aplicagao
do laser de baixa intensidade nos tecidos é a vasodilatacdo e realizaram estudos em ratos
utilizando laser He-Ne com poténcias de 4mW e 50 mW com doses de 2,4 J/cm? variando

também o tempo de exposi¢do. Os autores observaram mastocitos em desgranulagido na poténcia

de 50 mW.

EL-SAYED e DYSON em (1996), apos provocarem feridas em ratos Wistar, aplicaram luz
monocromadtica coerente com comprimento de onda 820 nm, de emissdao pulsada em 2,5, 20,
292, ou 20.000 Hz de freqiiéncia, a uma intensidade de 800 mW/cm® por 27 segundos ¢ a
energia foi 21,6 J/cm”. Foram avaliados os efeitos no nimero de mastocitos em desgranulagio.
O numero total de mastocitos foi aumentado significativamente em todas as freqiiéncias quando
comparado ao grupo controle apos duas horas, mas ndo havia nenhuma diferenca significante
entre grupos laser com freqiiéncias diferentes. Embora o nimero de mastdcitos desgranulados
seja mais alto em todas as feridas que foram submetidas a radiagdo laser, s6 as freqiiéncias de 20
Hz (largura temporal de 45 ms) e 292 Hz (largura temporal 3 ms) eram significativamente
efetivas. Os autores concluiram que o aumento em nimero de mastocitos ndo ¢ dependente da
freqiiéncia, entretanto, a desgranulagao €. Constatou-se que o laser de baixa intensidade promove
a desgranulacdo dos mastocitos € como conseqiiéncia libera mediadores quimicos que

determinam aumento da microcirculagado local.

KARU et al. (1997) definiram que diferentes freqiiéncias produzem diferentes efeitos biologicos

concordando com DYSON et al (1991).

KARASU e BRADLEY (1998) utilizaram um método efetivo de investigar o efeitos vasculares
em areas submetidas a terapia laser de baixa intensidade usando métodos de monitoramento: a
Termografia (Agema 7HO maquina fotografica de M) empregado para medicdo de emissdao
térmica de superficie nas regides de cabeca e pescoco; O Laser Doppler empregado para medir
mudangas em microcirculagdo; e Ultra-som ATL HDI 3000 empregado para medir os vasos de
grosso calibre e taxa de Fluxo de sangue para registrar alteragdo nos principais vasos da regido
orofacial em humanos e orelhas de coelho. Dos animais foram obtidos cortes para exame

histopatologico.
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Para o ensaio as irradiagdes foram as seguintes: Hélio-Neon (A = 660 nm , poténcia de 15 mW e
energia de 2 J), Arseneto de Galio e Aluminio (A = 820 nm, poténcia de 200 mW e energia de
12 J), Neodimio: YAG desfocado (A= 1060 nm, poténcia média de 1W, freqiiéncia de 35 Hz,
energia por pulso 30mJ e area de 3cm?), CO, desfocado (A=10600nm, poténcia de 1W energia
60J em 1 cm). A duracdo de irradiagdo era de 1 minuto para GaAlAs, Nd: YAG, CO; e de 2
minutos para laser de He-Ne. Nas conclusdes do trabalho, os autores relataram que as medidas
de temperatura de superficie através da termografia combinada com quantificacdo de laser
Doppler do fluxo micro circulatério provou ser um método efetivo de monitorar a resposta
vascular para terapia Laser de baixa intensidade pois desse modo permitiu uma diferenciagao
entre calor de superficie um verdadeiro efeito vascular. Apods irradiacdo os resultados
demonstraram uma elevacdo em temperatura de pele com duragdo aproximada de 15 minutos
medido por termografia e um aumento em fluxo da microcircula¢do identificado através de

imagem de Doppler laser com menor duragao.

GENOVESE (2000) cita que o laser de baixa intensidade ndo produz efeito calérico ou variagao
de temperatura clinicamente mensuravel, portanto se houver um aumento de temperatura no
local que recebeu essa aplicagdo da energia laser, deve-se ao aumento do metabolismo celular e
da vasodilatacdo provocada pela liberagdo de Histamina resultando um aumento do aporte

sanguineo na regiao.

Ainda o mesmo autor, GENOVESE (2007), com o aumento da producdo de ATP causada pela
irradiagdao laser, a velocidade de mitose ¢ aumentada, os processos de reparagdao tecidual
acelerados como também o estimulo da capacidade de cicatrizacdo do tecido conjuntivo e de
neoformacao vascular. Concordando com outros trabalhos, 0 mesmo autor inclui como um dos
efeitos da terapia considerado do tipo secundario ou indireto, o estimulo da microcirculagao
através de uma acao indireta dos mediadores quimicos como histamina, sobre esfincteres pré-

capilares paralisando-o e produzindo sua abertura constante.

3.2.2 Efeitos do laser sobre tecidos gengivais e periodontais

Os proximos trabalhos a serem citados relacionaram os efeitos provocados pelo laser de baixa

intensidade sobre os tecidos gengivais.

KERT e ROSE (1989) sugerem em seu livro, protocolos para aplicagcdo de laser sobre tecidos
gengivais relacionando dosimetrias, efeitos desejados e mapeamentos de lesdes para tratamento

nos diversos tipos de periodontopatias.
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Efeitos como o aumento na quantidade de fluido drenado do sulco gengival, em gengivas
humanas clinicamente normais, ap6és aplicacao laser de AsGa A=904nm, foi comprovado por
SILVEIRA e SILVEIRA (1992). Os autores relataram os resultados obtidos das medidas
volumétricas do fluido sulcular gengival de 30 pacientes voluntarios, com gengivas clinicamente
normais, realizadas pelo Periotron antes e ap6s irradiagdo laser, aumento esse em torno de 100%,
comprovando a eficdcia do laser como ativador da circulacdo local promovendo maior

transudacao desse fluido para o interior do sulco gengival.

SILVEIRA et al. (1992) verificaram a ativacdo da drenagem do exsudato de bolsas periodontais
apos aplicacao de laser de AsGa A = 904nm também em gengivas humanas de 30 pacientes com
doenca periodontal através de medidas volumétricas realizadas pelo Periotron e que estas
medidas tiveram também um aumento significativo do volume de drenagem de exsudato de
bolsas periodontais. Os autores relataram que ao proporcionar esta drenagem do contetido da
bolsa periodontal hd uma redug¢do de elementos nocivos aos tecidos periodontais, além de
resultar numa renovacao da celularidade, das imunoglobulinas e do sistema de complemento

melhorando assim a defesa orgéanica local.

NEIBURGER (1997) irradiando com laser de He-Ne com energia de 1,2 J/cm?, 52 incisdes pOs-
extragdes dentarias, notou que 79% destas submetidas a irradiagdo cicatrizaram mais
rapidamente do que as incisdes do grupo controle ndo irradiado. Esse estudo sugere que os lasers
de He-Ne, com a fluéncia mencionada acima, parecem aumentar o indice de cicatrizagdo de

feridas gengivais em humanos, sem qualquer efeito colateral.

SILVEIRA (2001) constatou, num trabalho realizado em humanos, o comportamento dos
mastocitos localizados na parede ndo mineralizada da bolsa periodontal submetida a irradiacao
laser de baixa intensidade. Nessa pesquisa, foram selecionados 20 pacientes com enfermidade
periodontal necessitando de tratamento periodontal cirurgico do tipo ressectivo, pela técnica de
gengivectomia. Antes da remogao cirurgica, o tecido gengival foi irradiado com dois diferentes
tipos de feixe laser para avaliagdo do comportamento de mastdcitos, célula esta responsavel,
entre outras alteragdes, por dilatacdo de vasos. Durante a intervengao cirurgica, foram obtidos
fragmentos gengivais que foram submetidos a irradiacdes com lasers de baixa intensidade de
emissdo infravermelha (A=785 nm) e vermelha (A= 688nm), ambos com 50 mW de poténcia e

. 2 , ~ . . o~
energia de 8 J/cm”, como também fragmentos que nao receberam nenhum tipo de irradiagao.

Da analise dos resultados concluiu-se que: dos mastocitos presentes, a propor¢do de
desgranulagdo foi estatisticamente significante e maior nas regides que foram submetidas a

aplica¢des lasers, independente dos dois comprimentos de onda utilizados; ambos comprimentos
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de onda aumentaram o indice de desgranula¢do do mastocito de 50% para 80% das células

contadas utilizando uma tnica aplicacio de energia de 8 Joules/cm”.

BRUGNERA JUNIOR et al. (2003) relatam que o laser aplicado por contato abaixo 3 mm de
distancia das papilas gengivais, aumenta o aporte sanguineo local e trofismo celular. Com o
aumento da microcirculagdo, reducdo do edema e conseqiiente diminui¢cdo do quadro doloroso,
evidenciaram as acdes analgésicas e antiinflamatorias. Este tipo de terapia € eficiente nos casos
de gengivite e periodontite porque proporciona um efeito inibitdrio sobre as prostaglandinas E2
nas células gengivais humanas através da reducdo de mRNA da COX-2, (SAKURAI et al.,
2000).

Os mesmos autores comentam que o laser ndo cirargico causa foto ativacdo celular,
fotobiomodulagdo, determinadas pelos efeitos fotoquimicos, fotoelétricos ou fotofisicos sem
ocorrer efeito foto térmico mensuravel clinicamente e que o aumento de temperatura local que
ndo excede 1°C ¢ observado em conseqiiéncia do aumento da atividade celular da area irradiada.
Concluiram que a terapia com laser auxilia o organismo a retomar seu auto equilibrio,

biomodulando respostas inflamatérias, permitindo evolugdo para a cura.

Em outra pesquisa, QADRI et al. (2005), selecionaram 17 pacientes, com bolsas periodontais
menores que 7 mm, realizaram o controle de placa e raspagem , fizeram coleta de fluido sulcular
gengival com papel absorvente e obtiveram medidas de volume que foram realizadas pelo
Periotron 8000. Apds uma semana realizaram de um lado da boca do paciente, aplicacdes de
laser Indio - Galio - Aluminio -fosfato (InGaAlP, A = 635 nm) e Arseneto de Galio -Aluminio
(GaAlAs, A = 830 nm), as energias eram 4 ¢ 8 J/em® e as intensidades variavam de 50 e 350
mW/cm®. No material coletado analisaram atividade de elastase, interleucina 1B (IL1B) e
metalloproteinase-8 (MMP-8) e examinaram na placa subgengival 12 tipos de bactérias usando
sondas de DNA. Os Resultados mostraram que: 1) os niveis de profundidade de sondagem e
indices de placa gengival estavam reduzidos mais no lado laser do que no controle; 2) o volume
do fluido sulcular gengival era maior do lado laser do que no placebo; 3) MMPS subiu do lado
controle e elastase subiu do lado laser. Ao final do experimento concluiram que a terapia laser de

baixa intensidade reduziu o processo inflamatorio.

AMORIM et al. (2006) selecionaram sete pacientes portadores de doenca periodontal que
necessitavam de cirurgia periodontal do tipo gengivectomia em dareas de pré-molares, nos
quadrantes superiores ou inferiores do lado direito e esquerdo. Apds a realizacdo do
procedimento cirtrgico proposto, um dos quadrantes foi submetido a irradiacdo com laser de
baixa intensidade emitindo na regido do visivel do espectro eletromagnético com A= 685nm, 50

mW de poténcia, com tempo de 80 segundos e energia de 4 J/cm?, em forma de varredura e
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modo contato. O outro quadrante foi utilizado como controle ndo sofrendo irradiagdo. As feridas
tratadas ou ndo com laser foram avaliadas clinica e biometricamente. Foram obtidas fotografias
nos periodos: pré-operatorio, pos-operatorio imediato, 3 dias, 7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias e
35 dias que foram encaminhadas a trés especialistas em periodontia para analise da qualidade da
reparagdo. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente. Os resultados da andlise
biométrica mostraram diferengas significativas para a medida M3 no 21° e 28°dias. A avaliagdo
clinica mostrou uma melhora na qualidade da reparagao tecidual principalmente, apds o terceiro

dia, quando o grupo laser foi considerado melhor do que o grupo controle.

De acordo com LOPES et al. (2006), os lasers de baixa intensidade atuam como coadjuvantes a
terapia periodontal e trazem beneficios valiosos a mesma como: redu¢do de inflamacao gengival,
edema e dor (facilitando a higiene bucal pelos pacientes); diminuicao da hiperestesia dentinaria e
cura mais rapida dos tecidos apds raspagem; maior velocidade de reparacdo e menor dor apos

cirurgia periodontal e estimula o processo de formagao dssea.

3.3 Método de medicdo de temperatura sem contato em tecidos vivos

De acordo com INCROPERA (2003), sempre que existir uma diferenca de temperatura em um
meio ou entre meios diferentes, ocorre, necessariamente transferéncia de calor. Os mecanismos

de transferéncia de calor sdo: radiagdo, condugdo ¢ convecgao.

A vibragao de campos elétricos € magnéticos que se propagam no espaco a velocidade da luz,
gera uma onda eletromagnética e o conjunto de ondas eletromagnéticas formam o espectro
eletromagnético. O Infravermelho ¢ uma freqiiéncia eletromagnética naturalmente emitida por

qualquer corpo, com intensidade proporcional a sua temperatura.

A termografia pode ser apresentada como sendo a técnica de um método ndo destrutivo sem
contato de identificagdo visual do gradiente de temperatura superficial de um corpo em
condi¢des ambientais, CORTIZO (2007). O mesmo autor coloca que a termografia, basicamente,
¢ a percepcao da temperatura superficial de um corpo, uma vez que todo corpo com temperatura
acima do Zero Absoluto emite radiacao térmica e cita que Segundo HOLST (2000), devera
haver um diferencial de temperatura entre o alvo e o meio, pois somente neste caso sera possivel

ocorrer uma diferenciagdo entre o alvo € o meio.

Ainda CORTIZO (2007), cita que MALDAGUE (2001) apresenta duas técnicas para o método

ndo destrutivo de imageamento térmico. A primeira: Técnicas Passivas, sdo aquelas nas quais os
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materiais ja contém armazenamento interno de energia térmica ou sdo estimulados por uma fonte
natural de calor (energia solar), e a segunda, Técnicas Ativas, sdo aquelas que envolvem o
aquecimento ou resfriamento dos materiais para causar o fluxo de calor e o gradiente térmico

necessario.

A termografia baseia-se na andlise da radia¢do emitida, logo a energia refletida ¢ uma variavel
ndo desejada, caracterizada como uma incerteza no processo de captura da imagem, (CORTIZO,

2007).

A tecnologia infravermelha pode ser utilizada também para visualizar o perfil térmico do corpo
humano. Como todo e qualquer objeto, o corpo humano que ¢ um sistema vivo e termicamente
regulado irradia infravermelho de maneiras muito interessantes. Por se tratar de um sistema em
equilibrio, a irradiacao de infravermelho emitida pelo corpo humano pode fornecer uma série de

informagdes complementares e de acompanhamento para o médico.

O calor irradiado pelo corpo humano, quando observado externamente, sera sempre uma
somatoria dos efeitos vasculares (microcirculagdo sanguinea), neuroldgicos e metabolicos
(queima de glicogénio) e dependendo de cada situagdo o médico podera analisar a possivel causa
do aquecimento ou resfriamento de uma determinada area da pele. O corpo humano sendo um
sistema dindmico, as variagdes de temperatura mediante estimulos controlados podem trazer

muito mais informagdes que uma simples leitura direta.

O exame baseado em termografia ¢ totalmente indolor , ndo invasivo e sem risco algum para o
paciente. Pode ser utilizado repetidamente quantas vezes necessdrio, mesmo em criangas €
gestantes, sem dano algum. N@o se usa nenhum tipo de contraste. E especialmente util em
pacientes com dor cronica que geralmente ja sofreram multiplos procedimentos dolorosos, e que
portanto mostram certa resisténcia na realizacdo de mais provas diagndsticas. Poupa o paciente
de exames invasivos desnecessarios, desagradaveis e freqiientemente bem mais onerosos;

(http://www.thermotronics.com.br/galeria_medicina.html) 2007.

A termografia infravermelha ¢ um método rapido, sem contato, que quantifica mudangas na
temperatura da superficie da pele, em tempo real, com precisdes que oscilam entre 0,5 ¢ 0,3
graus Celsius. A identificagdo do estado febril pode ser feito utilizando uma camara
infravermelha e um software adequado para poder avaliar e medir com a maior precisdo, a

distribuicdo de temperaturas no rosto de uma pessoa.

Alguns exemplos de termografia realizada em tecidos vivos estdo ilustrados nas imagens
termograficas coloridas indicando variagdes de temperatura especificamente em seres humanos,

nas regides das costas e rosto, FIG 12.


http://www.thermotronics.com.br/galeria_medicina.html
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FIGURA 12 - Imagens termograficas da variagdo de temperatura superficial do corpo humano e face.

(http://www.termografia.com/br/aplicaciones/medicina_e_veterinaria.html).

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Termografia)2007.

RAUDALES et al. (2006) relatam que recentemente foi descoberto que placas com inflamagao
superficial apresentam temperatura local mais elevada (placas quentes) do que as placas nao-
inflamadas (placas frias); isto porque as placas inflamadas apresentam importante infiltracao de
macréfagos ativados, indicando maior metabolismo celular. Esse fato ¢ relevante, considerando
que as artérias coronarias normais apresentam temperatura uniforme. Esses achados levaram ao
desenvolvimento dos dispositivos para termografia. Estes consistem na utilizacdo de um fio-guia
de 0,014 polegadas, com um detector térmico na sua extremidade distal (comercialmente
conhecido como ThermoCoil®, IMETRX, Inc.), que possibilita a medi¢ao da temperatura nas
paredes das artérias corondrias, detectando variagdes térmicas > de 0,03° C. Stefanadis e
colaboradores, encontraram que a heterogeneidade térmica foi um poderoso preditor

independente de eventos adversos (sindromes coronarias agudas).

Os autores colocam como duas grandes limitagdes do método sdao que a termografia ndo permite
a avaliacdo morfoldgica da placa e a experiéncia clinica atual ¢ bastante limitada, justificada em

parte pela saida do mercado do fabricante do Thermocoil®.


http://www.termografia.com/br/aplicaciones/medicina_e_veterinaria.html
http://pt.wikipedia.org/wiki/Termografia)2007
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4 METODOLOGIA

4.1 Voluntarios

Trinta voluntarios entre 18 a 60 anos, com dentes e tecidos gengivais clinicamente normais

foram selecionados de consultorio particular.

Foram exclusos apenas os voluntarios que apresentaram sangrameto no procedimento de coleta.

4.2 Material

1- Para o exame foram utilizados: espelho clinico, pinga para algodao, sonda milimetrada, rolo

de algodao e luva descartavel;
2-Equipamento optico gerando diferentes comprimentos de onda em baixa intensidade:

a) equipamento de Laser de baixa intensidade, modelo Twin Laser da MMoptics®, com
ponteiras de diodo vermelho (A = 680 nm) e infravermelho (A = 780 nm), ambas com 40 mw de
poténcia previamente calibradas e mesma area de spot (0,04cm?) . (MMoptics — Sdo Carlos —

SP), FIG 13;

FIGURA 13 - Equipamento Laser MMoptics com as duas ponteiras de A=680 nm e A=780 nm
3- Pelicula de PVC Magipak para protecao das canetas de aplicagdo do laser;

4-Transdutor eletronico-PERIOTRON®—(Harco eletronics, Winnipeg, Manitoba,Canada)-FIG
14;

FIGURA 14 - Transdutor eletronico — PERIOTRON® — (ORAFLOW, Harco eletronics, Winnipeg.Manitoba
Canada )



5- Fitas de pelicula de lamina pléstica padronizadas de 0,5x 3 cm;
6- Laminas e laminulas de vidro para histologia;

7- Kit Pandtico para coloragao, (Laborclin produtos para laboratérios Ltda) FIG 15;

FIGURA 15 - Kit de coloracio PANOTICO.

8- Microscopio optico biocular Nikon Alphaphot YS-USA;

9 — Termocamera modelo Therma Cam P 20 — (FLIR SYSTEMS®), FIG 16;

FIGURA 16 —termocamera utilizada no experimento.
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4.3 Método

Este projeto de investigacao cientifica foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa da UFMG

(COEP) de acordo com o parecer n°. ETIC 373/07, contido no ANEXO B.I.

Foram selecionados 30 voluntérios, com idade entre 18 e 60 anos, por possuirem todos os dentes
das areas envolvidas com coroas naturais, aspecto clinico gengival saudavel e ndo possuirem
nenhum comprometimento sist€émico que pudesse interferir no ensaio. A coleta do material para
investigacdo cientifica foi executada apods autorizacdo do voluntario por escrito conforme o
termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO A.1), dentro do consultorio odontoldgico
particular. Nao houve nenhum encargo financeiro por parte dos voluntirios como também
qualquer forma de remuneragdo ¢ todas as despesas relacionadas com o estudo foram de

responsabilidade do Pesquisador.

Para a selecdo das 6 areas periodontais foram realizados nos voluntarios um exame clinico visual
verificando a sua saude periodontal (FIG 17) e as regides escolhidas para coleta foram os sulcos
das regides interproximais dos elementos dentais 13-12, 11-21 e 22-23 (maxila) e 43-42,41-31 ¢
32-33 (mandibula).

FIGURA 17 - Imagem clinica do tecido gengival com isolamento relativo, indicagdo das areas de coleta.

As regides escolhidas para coleta foram as regides interproximais anteriores de elementos
dentais anteriormente citados, por possuirem maior quantidade de fluido sulcular gengival de

acordo com HATIPOGLU et al. (2007).
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Antes da coleta de fluido nao foi realizada no voluntarios nenhum tipo de profilaxia, controle de
placa ou qualquer procedimento que pudesse influenciar na composi¢ao ou alteragdo no volume

do fluido sulcular gengival.

Entre os diversos comprimentos de onda do espectro eletromagnético foram escolhidos o
vermelho (A = 680 nm) e o infravermelho (A =780 nm), por serem muito utilizados nas terapias

e nos mais diversos tipos de tecidos.

O protocolo utilizado para as aplicagdes do laser foram idénticos para os comprimentos de onda
de 680 nm e 780 nm, ambas ponteiras possuiam diodos com poténcias de 40mW e areas de spot
de 0,04cm’. Os tempos de aplicacio por ponto em cada area foram de 2 minutos e meio, a

energia depositada de 6 Joules por ponto resultando numa Dose de 150 J/cm®.

Entre as 6 areas envolvidas no experimento, respeitou-se uma distancia maior que um centimetro
e meio (1,5cm), para que os resultados de uma irradiacdo ndo interferisse em outra area, seja
estimulando ou inibindo a resposta. A ponteira foi posicionada por contato sobre a base da papila

mantendo uma distancia de 2mm da margem gengival.

A aplicacao do laser foi executada dentro das normas internacionais de seguranga para o laser de
baixa intensidade onde o voluntério, o profissional e os assistentes utilizaram um par de 6culos
de protecdo, ressonante com o comprimento de onda do laser, fornecido pelo fabricante e

pertencente ao equipamento.

Este experimento foi dividido em duas etapas: A) uma realizada na parte superior , maxila
(regides interproximais de elementos dentais 13-12, 11-21 e 22-23), coletando o fluido com
lamina plastica padronizada de 0,5 x 3 cm para realizacio do esfregaco e verificagdo da
composi¢do celular antes e apos irradiacao laser e B) outra realizada na parte inferior, mandibula
(regides interproximais dos elementos dentais 43-42, 41-31 e 32-33), coletando o fluido sulcular
gengival com papel absorvente (Periopaper) para verificar sua diferenga volumétrica antes e

apos irradiagdo laser, medida esta realizada pelo Periotron, FIG 18.

FIGURA 18 - Fotografia com fita posicionada no sulco gengival na maxila (A) e periopaper posicionado no sulco

gengival na mandibula (B). Ao centro desenho esquematico da posic¢do da fita no sulco gengival.
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Todo o procedimento teve duragdo de 35 minutos entre coletas superiores (antes e apods
irradiacao), aplicagdes de laser e coletas inferiores (antes e apds irradiagdo). As etapas
verificagdo da composi¢do celular e verificacdo das medidas volumétricas do fluido gengival,

estdao detalhadas a seguir:

4.3.1 Verificacao da composicdo celular do fluido sulcular gengival(A)

De 30 voluntarios, depois de realizado isolamento relativo com rolos de algodao, os tecidos e o

dente foram secados com jato de ar.

Dos trés sulcos pré selecionados da maxila, (A- area interproximal entre canino direito e incisivo
lateral, B- area interproximal entre incisivos centrais ¢ C— 4area interproximal entre incisivo
lateral e canino esquerdo), foram coletadas amostras de fluido por meio de uma lamina plastica
delicadamente posicionada no sulco gengival e que imediatamente foram transferidas para
laminas em forma de esfregacos. As trés areas de coleta A, B e C com a fita posicionada estao

1lustradas na FIG 19.

EF

FIGURA 19 - Coleta do fluido com fita para esfregago nas areas A, B e C antes da irradiagdo laser.

A primeira area gengival (sem Laser),localizada na regido interproximal entre os elementos
dentais 13-12, ndo foi submetida a nenhuma radiacao laser (FIG 20 — A), somente foi aguardado

o tempo de irradiacdes.

A segunda 4rea gengival (infravermelho) ,localizada na regido interproximal entre os elementos
dentais 11-21, recebeu irradiacdo laser em baixa intensidade infravermelha (A = 780 nm), na
regido vestibular, pela técnica de aplicacdo pontual, com a poténcia de 40 mW, durante dois
minutos e meio, com uma Dose de 150 J/cm” programada previamente no equipamento, (FIG 20

_B).
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A terceira area gengival (vermelho), localizada na regido interproximal entre os elementos
dentais 22-23, recebeu a irradiacdo laser em baixa intensidade vermelha (A = 680 nm), na regido
vestibular, pela técnica pontual, com a poténcia de 40 mW, também durante dois minutos e meio

com Dose de 150 J/cm” programada previamente no equipamento, (FIG 20 — C).

A ponteira foi posicionada por contato sobre a base da papila mantendo uma distancia de 2mm
da margem gengival.O modo de emissdo do laser nas duas areas B (A = 780 nm) e C (A = 680

nm) foi continuo e as aplicagdes estao ilustradas na FIG 20.

A -Sem aplicacao B - irradiagdo - A =780 nm C - irradiacdo - A =680 nm

FIGURA 20 - Areas controle sem laser (A), recebendo laser infravermelho (B), recebendo laser vermelho(C).

Posteriormente a irradiagdo novamente foram coletadas com lamina plastica amostras de fluido
do sulco das trés areas gengivais, sem laser FIG 21 A, laser infravermelho FIG 21 B ¢ laser

vermelho FIG 21 C, que imediatamente foram transferidas para laminas em forma de esfregacos.

Fv-"-'“—' — W C —— '

J
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FIGURA 21 - Coleta do fluido com fita para esfregago nas areas A , B e C ap0s a irradiagao laser.

Apo6s o material coletado pela lamina plastica ter sido plantado sobre laminas histologicas, essas
foram rotuladas constando o N° do voluntario definido pela ficha de cadastro contida no termo
de consentimento livre e esclarecido e nomeadas em: ldmina A (antes e apds sem laser), lamina
B (antes ¢ Laser 780 nm- Infravermelho), lamina C (antes ¢ Laser 680 nm- Vermelho). As

laminas foram devidamente armazenadas em caixas apropriadas.
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A seguir esta ilustrado na FIG 22, todo o esquema para a distribui¢do do esfregaco nas laminas

apos as coletas.

Laser infravermelho €

laser Vermelho ‘

N° P
A

Controle
Sem
laser

Sem
laser
Apés 3
minutos

PANOTICO

N° P
C
controle  |& Antes do Laser
antes
Laser ,
Vermelho «—— ApOS o Laser
A=680nm

FIGURA 22 - Esquema de coleta e realizagdo das 1aminas com esfregaco.

Apo6s a fixagdo e secagem, as amostras foram coradas através da técnica Pandtico (FIG 23) e

observadas em microscopio dptico comum.

FIGURA 23 - Kit de coloragdo Pandtico e laminas coradas.
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Os corantes para esfregacos sangiiineos, também chamados de pancromicos, s3o uma mistura de
corantes de caracteristicas neutras, dependentes do pH da solug¢do que em condigdes apropriadas
coram 0s componentes nucleares e citoplasmaticos dos leucocitos, com predominancia de tons
vermelhos (quando 4cidos) e azulados diversos (quando basicos).O método de utilizagdo da

técnica de coloragao Panotico esta descrito no ANEXO C.1.

O material coletado e corado foi examinado com microscopio Optico bi-ocular Nikon Alphaphot
Ys e realizadas a contagem das células sangiliineas (neutrofilos e macrdfagos) presentes no
esfregaco, em dez campos, com ocular 10X e objetiva de 100X resultando num aumento de

1000X, observadas todas as estruturas presentes.

A base de dados dos 30 voluntarios constou de contagens de células inflamatorias (neutréfilos e
macréfagos) em fluido colhido de sulco sulcular gengival e o material de cada voluntario
constou de trés ldminas e cada lamina foi dividida em duas areas assim representadas: A) sem

laser — antes e depois; B) Infravermelho (IV) - antes e depois; C) Vermelho — antes e depois.

Os dados foram apresentados como contagem de células em 20 campos por lamina, onde 10
campos representavam a regiao antes (sem laser) e 10 campos a regido apos a irradiagao (com
laser), totalizando 60 campos contados por voluntario. O grupo controle ndo recebeu qualquer
tratamento, mas também recebeu duas coletas com mesmo intervalo de tempo das outras areas.
No total, por voluntario, foram contados sessenta campos € no experimento inteiro incluindo

todos os 30 voluntarios totalizou mil e oitocentos (1800) campos contados.

Os resultados registrados em tabelas estdao contidos no ANEXO E.1 e posteriormente foram

submetidos a analise estatistica.

4.3.2 Verificacdo das medidas volumétricas do fluido gengival

Nos 30 voluntarios, depois de realizado isolamento relativo com rolos de algoddo, os tecidos e o
dente foram levemente secados com jato de ar. De 3 sulcos gengivais pré selecionados da
mandibula (A- area interproximal entre canino direito e incisivo lateral, B- area interproximal
entre incisivos centrais ¢ C — area interproximal entre incisivo lateral e canino esquerdo); o
material fluido foi coletado através de papel absorvente (Periopaper) delicadamente posicionado
no sulco gengival e 14 permanecendo durante dez segundos, para quantificacdo volumétrica
realizada pelo Periotron. As trés areas de coleta A, B e C com o periopaper posicionado estao

1lustradas na FIG 24.
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FIGURA 24 - Coleta de fluido com periopaper posicionado nas areas A, B, C antes da irradiagao.

A primeira area gengival localizada na regido interproximal entre os elementos dentais 43-42,
nao foi submetida a nenhuma radiagao laser (FIG 25 — A), mas foi aguardado o mesmo tempo de

duracao das irradiagdes nas demais areas (aproximadamente 7 minutos).

A segunda area gengival localizada na regido interproximal entre os elementos dentais 41-31,
recebeu irradiagdo laser em baixa intensidade infravermelha (A = 780 nm), na regido vestibular,
pela técnica de aplicagdo pontual, com a poténcia de 40 mW , durante dois minutos e meio, com

uma Dose de 150 J/cm” programada previamente no equipamento, (FIG 25 — B).

A terceira area gengival localizada na regido interproximal entre os elementos dentais 32-33,
recebeu a irradiagdo laser em baixa intensidade vermelha (A = 680 nm), na regido vestibular,
pela técnica pontual, com a poténcia de 40 mW, também durante dois minutos € meio com Dose

de 150 J/cm® programada previamente no equipamento, (FIG 25 — C).

A ponteira foi posicionada por contato sobre a base da papila mantendo uma distancia de 2mm
da margem gengival.O modelo de emissdo do laser nas duas areas B (A = 780 nm) e C (A = 680

nm) foi continuo e as aplicacdes estdo ilustradas na FIG 25.

A-Sem aplicagdo B- irradiagdo - A =780 nm C- irradiagdo - A =680 nm

FIGURA 25 - Areas controle sem laser (A), recebendo laser infravermelho (B) e recebendo laser vermelho(C).
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Apo6s a irradiagcdo, novamente foram coletadas amostras de fluido do sulco das trés areas
gengivais (sem laser FIG 26 A, Laser infravermelho FIG 26 B e Laser vermelho FIG 26 C)

através de papel absorvente (Periopaper) delicadamente posicionado no sulco gengival, para

quantifica¢do volumétrica pelo Periotron, FIG 26.

FIGURA 26 - Medigdo com periopaper das areas A controle, B infravermelho e C vermelho apos a irradiagao.

A seguir estdo as fotografias do periopaper, do Periotron e em detalhe o sensor do Periotron, FIG
27.

- -

FIGURA 27 - Fotografias do periopaper, Periotron e sensor do Periotron.

As medidas volumétricas realizadas pelo Periotron sobre o material coletado do sulco gengival
antes e apos a irradiagdo laser, foram registradas na TABELA 6 e posteriormente analisadas

estatisticamente.

Concluidas as duas etapas anteriormente citadas, em oito dos trinta voluntarios, o controle de
temperatura foi verificado por uma termocamera, que gerou uma imagem termografica e
registrou a temperatura no momento antes e trés minutos apos a aplica¢do do laser. Esta etapa

estd descrita a seguir.

4.3.3 Termografia dos tecidos gengivais
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O registro dessa temperatura foi realizado utilizando uma termocadmera modelo Therma Cam P
20 — FLIR SYSTEMS®, no interior do laboratério de termometria do departamento de

Engenharia Mecanica da UFMG, com umidade e temperatura ambiente monitorada e controlada.
A operagao da termocamera foi realizada por um termografista profissional.

Em oito voluntarios observou-se as variagdes de temperatura tecidual antes e apds a irradiacao
laser. Trés areas foram selecionadas na maxila, A- area interproximal entre canino direito e
incisivo lateral (P;), B- area interproximal entre incisivos centrais (P,) e C— area interproximal

entre incisivo lateral e canino esquerdo (P3).

Apos realizado o afastamento da bochecha com afastador para fotografia e aguardar um periodo
de trés minutos, a regido ter sido levemente secada com jato de ar, foi realizada uma imagem
termografica inicial da area anterior gengival incluindo os trés campos (P, P, e P3) selecionados

para o experimento antes da irradiacdo, FIG 28.

28,7°C

FIGURA 28 — Foto da area frontal gengival , termocamera utilizada e imagem termografica frontal da area

gengival.
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As trés areas da maxila foram igualmente divididas para irradiacdo conforme protocolo anterior.

A primeira area gengival localizada na regido interproximal entre os elementos dentais 13-12,
nao foi submetida a nenhuma radiacao laser (FIG 29 — A), somente foi aguardado o tempo de

irradiagoes.

A segunda area gengival localizada na regido interproximal entre os elementos dentais 11-21,
recebeu irradiacdo laser em baixa intensidade infravermelha A = 780 nm, na regido vestibular,
pela técnica de aplicagdo pontual, com a poténcia de 40 mW , durante dois minutos € meio, com

uma Dose de 150 J/cm® programada previamente no equipamento, (FIG 29 — B).

A terceira area gengival localizada na regido interproximal entre os elementos dentais 22-23,
recebeu a irradiagdo laser em baixa intensidade vermelha A = 680 nm, na regido vestibular, pela
técnica pontual, com a poténcia de 40 mW, também durante dois minutos € meio com Dose de

150 J/em® programada previamente no equipamento, (FIG 29 — C).

O modo de emissdo do laser nas duas areas B (A = 780 nm) e C (A = 680 nm) foi continuo e as

aplicagdes estdo ilustradas na FIG 29.

A -Sem aplicagdo B - irradiacio - A =780 nm  C - irradia¢do - A = 680 nm

FIGURA 29 - Areas controle sem laser (A), recebendo laser infravermelho(B) e recebendo laser vermelho(C).

Logo apés a irradiagdo laser sobre as regides B e C, foi novamente obtida a imagem
termografica da area gengival anterior (termocamera), incluindo as trés areas A, B e C, e suas
imagens posteriormente analisadas e interpretadas pelo programa ThermaCam reporte e

comparadas com a foto anterior indicando o quanto a temperatura variou na superficie gengival.

Apos as imagens capturadas, os valores de temperatura obtidos pela termocamera nas trés areas

do experimento, em oito voluntarios, estdo registrados na TABELA 8§, nos Resultados .

As imagens termograficas da area anterior gengival antes e ap6s a irradiagdo laser indicando as

medi¢oes de temperatura, estao ilustradas na FIG 30.
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Regiodes definidas

P1 — Sem Laser, P2 — Laser infravermelho A =780 nm, P3 — Laser Vermelho A = 680 nm

ANTES
38.9°C € T. Ambiente: Umidade:
0,93 28,3°C 0,50
Data: Hora: Alvo:

14/02/2008 14:31:02 0,3m

Imagem:
Ir_0064.jpg
28,3°C Area T.maxima
P1 33,7°C
P2 33,4°C
P3 33,6°C

€: T. Ambiente: Umidade:
0,93 28,3°C 0,50
Data: Hora: Alvo:

14/02/2008 14:38:36 0,3m

Imagem:
Ir_0065.jpg
Area T. maxima
P1 34,5°C
P2 34,9 °C
P3 35,0°C

FIGURA 30 - Imagens termograficas frontais das regides gengivais antes e ap0s a irradiagao laser.

Os relatérios completos elaborado pelo termografista contendo a emissividade do tecido
gengival, os dados da medi¢do (data , hora e distdncia do alvo) e condi¢des ambientais

(temperatura ambiente e umidade), estdo presentes no ANEXO D.1.
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Durante todo o processo, houve uma preocupagdo com a identificagdo dos principais pontos de
incertezas relacionados a cada fase do experimento referentes a: coleta do fluido, ao laser, ao

Periotron e a termocamera. Estes dados estdo relatados a seguir.

4.4 Identificacao de incertezas

A medi¢do de uma grandeza ¢ sempre iniciada através da identificagdo do mensurando,

associado aos respectivos métodos e seu procedimento.

De acordo com BUCHMANN e SARKIS (2002) o termo incerteza estd intimamente relacionado
com a duvida, podendo concluir que a incerteza de medi¢do nada mais ¢ do que uma duvida com

relagdo ao valor obtido durante o procedimento.

Normalmente, o resultado de uma medi¢gdo ou céalculo de uma grandeza representa uma
aproximacao ou estimativa do valor do mensurando e, portanto, somente ¢ completo quando

acompanhado de uma declarac¢ao de incerteza associada.

Segundo ainda BUCHMANN e SARKIS (2002), com o objetivo de identificar e analisar as
possiveis fontes de incertezas na medi¢do das grandezas avaliadas, os procedimentos adotados
em cada etapa devem ser detalhados e estruturados de forma a garantir a maxima abrangéncia,
evitando a duplicidade de fontes de incertezas. Normalmente, esse objetivo pode ser alcangado e
melhor visualizado através da utilizagdo de diagramas de causa e efeito, também conhecidos

como diagramas de Ishikawa ou de espinha de peixe.

Em qualquer sistema de medicdo, ¢ necessario identificar as maiores fontes de incertezas
associadas aos procedimentos utilizados e compreender seus efeitos sobre o mensurando. A
forma mais adequada de visualizar esses efeitos ¢ a elaboracdo de um diagrama de causa e efeito
procurando, dessa forma, evitar o uso duplicado ou a desconsideragdo das diversas fontes de

incerteza.

Vale lembrar que a calibragdo estabelece a forma com que o sistema responde as alteragdes no
parametro medido, enquanto que a rastreabilidade estabelece a exatidao do resultado da medigao

através dos materiais de referéncia. (GONCALVES Jr.,2002).

Essencialmente, a rastreabilidade ¢ uma propriedade do valor do resultado de uma medicao ou
do valor transportado por um material de referéncia, nunca podendo ser atribuida a um método, a

um instrumento, a um material ou a um instituto de metrologia, mas sempre a outro valor.
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Realizou-se uma identificagdo das principais incertezas relacionadas com o experimento

referentes a coleta, ao laser, ao Periotron e a termocamera.

Coleta do fluido gengival

As coletas foram realizadas sempre pelo mesmo profissional tanto com a lamina plastica,
quanto com o papel absorvente, num mesmo ambiente, para que desse modo diminuisse o risco

de interferéncias.

Aplicacao do Laser

Pode-se relatar que pontos de incerteza relacionados ao laser estdo relacionadas ao equipamento
(tensdo elétrica de alimentagdo, poténcia gerada, dose aplicada) e ao operador (manuseio,

posicao da manopla).

Os equipamentos de laser foram previamente monitorados durante o periodo de dois minutos e
meio para verificagdo da variacdo de intensidade luminosa por meio de um medidor de poténcia
(Powermeter — NOVA Ophir Optronics®) que comprovou que o equipamento estava calibrado e
sua poténcia em ambas ponteiras (A= 780 nm ¢ A= 680 nm) se mantiveram estaveis durante todo

o tempo de irradia¢do. Na FIG 31 esta ilustrado o procedimento anteriormente citado.

Medidor de Intensidade
Poténciz Luminosa:
NOYA-Ophir Optronics
Fiem wamy conarm:
& WO A T ey fene STIGTE
* Phutodit=fa §how] (FUEHLAES < var §)
."__l.':lru[uuudrl' il g iy

[Tt e st |

FIGURA 31 - Conjunto de fotografias mostrando o ensaio realizado para conferir estabilidade de emissdo do laser
medido com Powermeter.

Houve uma diferenca de 3 mW de poténcia do infravermelho para o vermelho, mas ndo

considerada significativa para aplicagao sobre tecidos vivos.
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Durante o experimento todas as aplicagdes foram realizadas por um tUnico profissional com
experiéncia em aplicagdo laser, utilizando as mesmas doses , ponteiras idénticas (area de spot de

0,04 cm?), para os dois comprimentos de onda.

Periotron

As fases e componentes do sistema de medicdo realizado pelo transdutor eletronico -

PERIOTRON estao ilustradas a seguir:

SISTEMAS/
MESURANDO

ELEMENTO
SENSIVEL

ELEMENTO
CONVERSOR

ELEMENTO
MANIPULADOR

ELEMENTO
CONTROLADOR

ELEMENTO DE
TRANSMISSAO

MEMORIA

ELEMENTO DE
APRESENTACAO

Sensor - Superficie

Condutor de corrente

Dosador periotron

Interno

Resultado em

Escala Periotron digital

Periotron/ fluido niimero — escala

periotron

dos eletrodos Dois eletrodos elétrica — quanto mais
corrente , mais denso o

fluido

A seguir estdo registradas as relacdes de propor¢do dos valores de volume em pl com a escala do
medidor periotron. Na Tabela A.1.1 estd registrada a relagdo entre o volume de solugdo salina
em pl depositado no periopaper por uma micropipeta € o valor expresso no visor pelo periotron.

A curva dessa relagdo de proporcionalidade estd ilustrada no grafico ao lado da tabela.

A.1.1 - Verificacio do periotron com tabela de comparacio com micropipeta

TABELA e GRAFICO
Coleta de valores volumétricos de solucdo salina Tamponada em pl medidos por micropipetas manuais e obtidos

pelo Periotron . Grafico da curva de calibragdo. Silveira (2003).

Curva de calibragdo do periotron com

MICROPIPETAS (0,0 2 2,5 pl) PERIOTRON

0.1 57 solugdo salina tamponada

0.2 100

0.3 136 g

0.4 140 b

0.5 145 g 160 -

0.6 147 T 140 - = curva de calibracio do

0.7 152 Er 120 - periotron com solugdo

0.8 154 5 00 | salina tamponada

0.9 156 |

i1 7 %

12 183 iy :

1.3 193 0102030405060.708091.01.11.21314

1.4 200+ Medidas em pl

Apds a identificagdo do sistema de medicdo podemos relatar que os principais pontos de
incerteza que podem interferir no mensurando ¢ no resultado final do equipamento estdo
relacionados: ao papel absorvente (temperatura ambiente, umidade do ar e qualidade de

absorc¢do e umidade do proprio papel); ao operador (manuseio com o proprio Periotron e tempo
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de posicionamento do periopaper no equipamento) € ao equipamento Periotron (impurezas no
sensor, perdas de informacdo do sistema no caminho interno do equipamento, voltagem e
interferéncias eletromagnéticas). Essas incertezas estdo ilustradas no esquema espinha de peixe

na FIG 32.

Exclusivo do sistema de medicao
Espinha de peixe

temperatura ambiente

Umidade do ar

Umidade do papel

Dualidadse de absorgio do papael

Manusaio
+ Opearadar
Papel i
T T
- -~ Callbragao
e ... Residuo no interior PrecisfSo de medigao
- i . Temperatura e

B —

TROMN wolume fimal

T e
- ~
PERIO

___."'

IMPpUurezas Nno sensor

Perdas de informacaco no interior do aparelho
YWoltagem do equipamanto

Interferédncias elstromagnéticas

FIGURA 32 - Indicativos de incerteza do sistema de medi¢ao PERIOTRON esquematizado sobre o desenho
espinha de peixe, modificado de BUCHMANN& SARKIS(2002).

Termocamera

Segundo TAVARES (2006), as fontes de erros que geram incertezas em um processo de
medicdo de temperatura sem contato podem ser divididas em externas (de medigdo) e internas
(intrinsecas), ou ainda, como erros devido a condigdes radiométricas, erros eletronicos ou de

calibracao.

Os dados obtidos e capturados pela termocamera podem ser influenciados pela emissividade
natural da area, temperatura ambiente, distancia e umidade relativa do ar. Na intencdo de cercar
essas diferengas, capturou-se imagens anteriores e trés minutos apos a irradia¢do laser, em um
mesmo ambiente, livre de interferéncias externas e este procedimento foi realizado por um

mesmo profissional com experiéncia na utilizagdo e manuseio da termocamera.
A termocamera foi operada por um unico profissional com experiéncia no seu manuseio.

Estes registros foram obtidos dentro do laboratério de termometria do Departamento de

Engenharia Mecanica da UFMG, com monitoramento de umidade e temperatura ambiente .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando decidiu-se realizar esta pesquisa, optou-se por utilizar a luz laser gerada de um diodo,
monocromadtica e coerente, (MYRING e KIMMITT, 1984 e SVELTO, 1989), com dois tipos de
comprimentos de onda, 680 nm na faixa do espectro eletromagnético vermelho e 780 nm na
faixa do espectro eletromagnético do infravermelho. Esses comprimentos de onda foram
selecionados por serem muito utilizados nas terapias de alteragdes patoldgicas e de estimulagdo

nos mais diversos tipos de tecidos.

O protocolo utilizado para as aplicagdes do laser foram idénticos para os comprimentos de onda
de 680 nm e 780 nm, ambas ponteiras possuiam diodos com poténcias de 40 mW e areas de spot
de 0,04 cm”. O tempo de aplicagio por ponto em cada area foi de 2 minutos e meio, a energia
depositada de 6 Joules por ponto resultando numa Dose de 150 J/cm?®, para que realmente s6

houvesse variagdo dos comprimentos de onda .

Entre as 6 areas envolvidas no experimento, respeitou-se uma distancia maior que um centimetro
e meio (1,5cm), para que os resultados de uma irradiacdo ndo interferisse nas outras areas, seja

estimulando ou inibindo a resposta.

Baseado nos trabalhos de BRILL E KRASSE (1958), CARVALHO et al (1980), CARRANZA ¢
BULKAZ (1997), que comprovaram e existéncia do fluido sulcular gengival e sua importancia,

achamos oportuno a realizacdo desse trabalho.

As regides escolhidas para coleta foram sulcos gengivais das dreas interproximais anteriores dos
elementos dentais 13-12, 11-21 e 22-23 (maxila) e 43-42, 41-31 32-33 (mandibula) por
possuirem maior quantidade de fluido sulcular gengival de acordo com HATIPOGLU et al
(2007).

Antes da coleta de fluido, ndo foi realizada nos voluntarios nenhum tipo de profilaxia, controle
de placa ou qualquer procedimento que pudesse influenciar na composi¢do ou alteragdo no

volume do fluido sulcular gengival.

O obstaculo mais dificil a ser superado quando se coleta o fluido gengival ¢ a escassez de
material. Diversos métodos de coleta foram tentados utilizando tiras de papel absorvente, roscas
espirais colocadas em torno e dentro do sulco, micropipetas e lavagens intra-sulculares, de
acordo com CIMASONI (1983). Ainda o mesmo autor propde quatro métodos para a coleta de
material do sulco gengival: tira de papel absorvente, tubos capilares, Lavagem do sulco gengival

e fitas plasticas ou rodas de platina.
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No presente estudo algumas tentativas foram feitas para se obter uma quantidade ideal de
amostras do fluido sulcular gengival que pudesse ser transferido para uma lamina. O primeiro foi
com o proprio papel absorvente mas ele absorvia e ndo conseguia transferir o material para a
lamina. Outra tentativa foi apos a coleta, o papel foi mergulhado em pontas de Eppendorf estéril
contendo solu¢do de soro fisioldgico, o que também nao houve éxito na obten¢do da populagao
celular. Enfim, conseguimos obter um esfregaco posicionando uma fita plastica diretamente no

sulco gengival e o material coletado foi imediatamente transferido para as laminas.

As areas controle sem laser, foram selecionadas com o objetivo de mostrar se somente o ato de

posicionar a fita no interior do sulco poderia alterar a composic¢ao do fluido.

Sobre o material coletado, pode-se afirmar que todos os componentes relatados na literatura a
respeito da populacao celular estavam presentes e sabemos que no inicio o fluido parece conter
uma baixa concentracdo de proteinas representando uma quantidade de liquido intersticial
gerado localmente por um gradiente osmotico como resultado de uma permeabilidade
aumentada do tecido gengival. Este fluido pode progredir a um exsudato inflamatoério classico,

quando contiver quantidades mais altas de proteina; (CIMASONI, 1983).

A composi¢do do fluido inclui: proteinas individuais, anticorpos especificos e antigenos,
enzimas de varias especificidades, elementos celulares (bactérias, células epiteliais descamadas e
leucdcitos), eletrolitos (potassio, sédio e calcio) e compostos organicos (carboidratos e

proteinas) estes tltimos numa concentragdo menor que no soro.

BISSON (2001), OZMERIC (2004), SILVA et al. (2004); confirmaram a presenca de
neutréfilos e mondceito/macrofago no fluido gengival salientaram que esses sdo essenciais na
resposta inflamatoria do hospedeiro. Imagem registrada da fagocitose com presenca de

macrofago, neutrdfilos e colonia bacteriana, FIG 33.

Neutrofilo

Colonia Bacteriana Neutrofilo

FIGURA 33 -Esfregaco de fluido gengival, coloragdo Panotico, neutrdfilo — macrofago e colonia bacteriana,

aumento 100X.



70

A literatura cita que mais de 90% dos leucécitos observados sdo PMNs neutréfilos. A maioria
deles ¢ viavel e possui a capacidade de realizar fagocitose CIMASONI (1983). Esses leucdcitos

sdo encontrados nos sulcos, mesmo quando os tecidos estdo livres de infiltrado inflamatorio.

Neste presente estudo, concentrou-se a atencdo na populagdo celular, mais especificamente os
neutrofilos e os macrofagos. Abaixo estdo as imagens dessas células, obtidas de esfregagos de

fluido, coradas pelo Panético, em diversos aumentos microscépicos, (FIG 34, 35,36 ¢ 37).

FIGURA 35 - Esfregaco de fluido gengival, colorag@o Panoético - neutréfilo e macrofago - aumento 400X e
1000X.

FIGURA 37 - Esfregaco de fluido gengival coloragao Pandtico - macrofago fagocitose - aumento 400X e 1000X
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5.1 Verificacdo da composicao celular do fluido gengival

Para se determinar o ntimero de células observadas no esfregago optou-se pela metodologia:
foram contadas por visualizagdo direta as células sangiiineas (neutréfilos, macrofagos e
eosinofilos) presentes no fluido sulcular gengival (FIG 38); observadas em dez campos
microscopicos do esfregaco , com ocular 10X e objetiva de 100X, resultando num aumento de

1000X, e os dados foram registrados em tabelas (ANEXO E.1), para analise.

i

FIGURA 38 - Esfregaco de fluido gengival , coloragdo Panotico, Neutrofilo , Macréfago e Eosindfilo. Aumento
1000X.

Do ponto de vista estatistico, foram apresentados dados de trinta voluntarios com contagens de
células inflamatérias (neutrofilos e macrofagos) realizadas em fluido colhido de sulco gengival.
Os dados foram apresentados como contagem de células em aproximadamente 20 campos por
lamina, onde 10 representavam a regido antes da irradiacdo (sem laser) e 10 apds a irradiagdo
(com laser). O grupo controle nao recebeu qualquer irradiagdo, mas foram efetuadas também
duas coletas com mesmo intervalo de tempo das outras dreas. Em cada um dos 30 voluntarios,
foram realizadas contagens em seis areas divididas em: A) sem laser — antes e apds; B)

Infravermelho - antes e ap6s; C) Vermelho — antes e apds.

Para cada voluntério, foram contados sessenta campos, totalizando no experimento inteiro um

mil e oitocentos (1800) campos contados e registrados nas tabelas do ANEXO E.1.

Pelos dados obtidos, optou-se por trabalhar com as médias e analisar separadamente os dois
tipos celulares predominantes: os neutréfilos e os monocitos/macrofagos. Para andlise dos
valores relativos a cada sitio, foi avaliada uma média dos 10 campos apresentados e os

resultados foram expressos em nimero médio de células por campo.

As médias foram obtidas através da soma do niimero de células totais contadas dividida pelo

nimero de campos (soma do numero médio de células por voluntério) e estes valores do cada
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voluntario, foram somados e novamente foi dividido pelo nimero de voluntarios totais do

experimento.

Foi excluido desse calculo o voluntario de numero 30 por apresentar presenga de hemacias no
esfregaco (sangramento) e com isso o nimero de voluntarios utilizado no estudo (n) caiu para 29

como indicado na tabela de médias abaixo.

As médias obtidas dos numeros de neutréfilos por voluntario e os valores médios totais estao

contidos na TAB. 1.
TABELA 1

Contagem de Neutrofilos (média de células por campo)

Sem Laser Infravermelho Vermelho
Antes Apos Antes Apos Antes Apos
Média 48,0 16,3 40,0 10,3 42,9 7,3
Desvio 31,9 12,7 36,9 17,2 36,2 6,4
N 29,0 29,0 29,0 29,0 29,0 29,0
Erro 5,9 2,4 6,9 3,2 6,7 1,2
Voluntario
1 39,1 30,4 47,1 0,6 86,9 0,0
2 44,0 22.4 10,5 22.4 8,7 2.4
3 61,0 15,1 134,0 9,7 44,6 4,1
4 14,2 41,7 24,6 4,6 10,2 1,2
5 39,4 10,2 21,9 11,2 10,1 3,5
6 136,2 39,7 23,1 8,3 1404 24,8
7 14,6 14,0 12,2 1,1 13,1 1,8
8 21,0 6,4 5,0 4,1 30,0 6,4
9 20,6 30,5 14,7 5,4 30,9 12,3
10 14,2 9,7 8,4 1,7 11,1 1,4
11 98,9 4,9 30,7 4,9 86,7 18,5
12 31,9 2,8 11,3 2,7 28,6 3,8
13 24,0 6,5 16,6 8,1 34,1 7,7
14 82,4 12,2 32,1 3,8 44,6 8,6
15 57,0 20,7 89,6 80,4 28,6 8,5
16 57,1 34,2 37,1 4,7 68,3 9,5
17 55,7 11,8 43,7 10,9 56,5 6,3
18 43,5 6,0 8,0 8,6 115,3 6,2
19 72,0 13,7 64,1 5,0 22,0 5,2
20 4,1 0,8 10,5 2,6 25,1 4.8
21 88,1 1,7 18,0 4.4 10,8 1,6
22 82,4 26,4 139,2 57,7 120,7 1,6
23 66,4 37,4 26,7 2,3 39,3 2,1
24 14,6 2,0 26,8 1,4 8,1 0,6
25 78,8 33,4 63,3 4,8 47,4 9,2
26 64,4 18,2 25,2 3,5 7.4 12,2
27 16,4 7,7 86,3 4,0 59,8 10,2
28 7,6 8,6 28,5 14,2 32,4 17,8
29 43,7 2,9 101,5 4,2 22,6 20,8
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A média dos valores celulares contadas por voluntario como também as médias gerais por grupo

expressas na TAB. 1 e as médias gerais por grupo estdo ilustrados no GRA 1 a seguir.

Numero de neutrofilos
(s]0]

o0

40 -

M Antes

H Apos

Média (célula/campo)
(#%]
(e ]
|

10

Semlaser Infravermelho Vermelho

GRAFICO 1 — Namero de neutréfilos por campo nos trés grupos antes e apos a irradiagdo. As barras representam o

erro padrdo.

Observando o GRA 1, os dados mostram que antes da irradiagdo (coluna marrom), na regido
referente ao infravermelho (incisivos), o numero de neutréfilos foi menor quando comparado
com os grupos sem laser e vermelho (caninos), mas os trés grupos comportaram da mesma
forma. Ainda podemos relatar que antes da irradiagdo, as trés areas (sem laser, laser

infravermelho e laser vermelho) apresentavam uma média similar de neutréfilos.

Apbs o tempo de irradiacdo (coluna azul), a area sem laser possui um maior nimero de
neutréfilos seguidos pelo grupo infravermelho e o vermelho, foi o grupo que menos células

apresentou.

Nas comparagdes individuais dos trés grupos, no momento antes e apos a irradiagdo (colunas
marrom e azul), a area sem laser, como também as areas que foram submetidas a irradiacao laser
tiveram um decréscimo no numero de neutrédfilos, sendo mais acentuado nas areas que foram
submetidas a irradia¢do laser infravermelho e vermelho. O grupo em que foi aplicado o laser

vermelho (antes e depois) foi o que apresentou a maior reducdo do nimero de neutréfilos.
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Como esta reducdo ocorreu também no grupo sem laser, poderia estar relacionada aos seguintes
fatores: ressecamento das areas devido a propria evaporagdo apds o isolamento relativo; pela
retencdo de neutrofilos no interior dos tecidos; tempo relativamente curto entre as coletas que
uma vez removida pela fita o fluido ndo teve um tempo para se recompor totalmente ou pelo
aumento de remocao mecanica (lavagem) do sulco gengival provocado pelo posicionamento da

fita. Essas possibilidades ndo podem ser comprovadas pelo presente experimento.

Para diferenciagdo estatistica de cada grupo, foi calculada a co-variancia, o valor de z e o valor
do p para cada comparagdo entre os grupos. Os grupos foram considerados diferentes quando

p < 0,05.

Na analise estatistica comparando as regides, podemos constatar que algumas diferengas entre os

grupos foram realmente significantes e estdo registradas na TAB. 2.

TABELA 2

Neutrofilos - Valores de p para cada uma das comparagdes. Para os grupos serem considerados diferentes, p<0,05.

P

Sem Laser Sem Laser Infravermelho Infravermelho Vermelho
antes apos antes apos antes

Sem Laser apos

0,008
0,000 0,124 0,000
0,002

Infravermelho antes

Infravermelho apés

0,000

0,275 0,000

Vermelho antes

Vermelho apos

Na TAB. 2 estao contidos os valores expressos de p para comparacdes entre as médias dos
diversos campos de contagem de neutrdfilos representados por cores previamente definidas em

azul, vermelho e amarelo.

Em azul estdo ilustrados os valores de p para as comparagdes ocorridas entre areas de uma
mesma regido, antes e apds o tempo de irradiacdo (sem laser - antes e apds p = 0,000;
infravermelho - antes e apds p = 0,000; e vermelho - antes e ap6s p = 0,000). Todos os valores
de p expressos como 0,000 foram resultados iguais ou inferiores a 0,000 portanto diferentes para
p < 0,05. Concluindo, a redu¢do no numero de neutrofilos nos trés grupos foi bastante

significativa.

Baseados nos dados obtidos, quando comparou-se o grupo sem laser, antes e depois, observamos
que p = 3,5x10 e este foi transformado em 0,000 na TAB.2, significa que os grupos sio

diferentes e portanto a redugdo foi significativa. Isso ilustra que, nesse caso, a metodologia
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influenciou fortemente no resultado do numero médio de neutr6filos por campo e que estes
resultados em azul, antes e ap6s a irradiagdo, nos trés campos nao poderiam ser avaliados como

um efeito somente do laser.

Em vermelho estdo ilustrados os valores de p para as comparagdes ocorridas entre as trés areas
antes do tempo de irradiacdo (sem laser antes e infravermelho antes p = 0,234; sem laser antes e
vermelho antes p = 0,280; ¢ infravermelho antes ¢ vermelho antes p = 0,403). Pode-se concluir

que antes da aplicagdo nao houve diferenca entre os trés grupos.

Em amarelo estdo ilustrados os valores de p para as comparagdes ocorridas entre as trés areas
depois do tempo de irradiacdo (sem laser depois e infravermelho depois p = 0,124; sem laser
depois e vermelho depois p = 0,008; e infravermelho depois e vermelho depois p = 0,275).
Observou-se que apenas o grupo laser vermelho promoveu uma reducdo significativa sobre a

regido sem laser.

A seguir nos graficos estdo expressos as colunas comparativas dos valores médios de neutrdfilos
entre os trés grupos antes (GRA 2) e apds (GRA 3) o tempo de irradiagdo constando os valores

de p paras relagdes de significancia estatistica.

N2 de Neutroéfilos Antes
a0

70 - p=0,280

60 p=0,224 p=0,403

50

. -
a0 - Sem Laser

M Infravermelho
30

M Vermelho

Média {célula/campo)

10

Grupos

GRAFICO 2 — Niimero de neutréfilos antes da irradiagdo. As barras representam o erro padrio. Os n° de células,

por campo, antes da irradiacdo eram iguais nos trés grupos (p>0,05).
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Considerando a relagdo entre as médias resultantes da contagem do niimero de neutréfilos e
analisando os resultados dos trés grupos antes da aplicacio GRA 2, pode-se dizer que os trés
grupos nao apresentaram diferencas quanto ao n° de neutrofilos e observa-se que os trés grupos

sdo estatisticamente iguais com todos os valores de p > 0,05.

Neste caso, observa-se que eliminou qualquer interferéncia com relacdo a metodologia entre as
areas comparadas e que o modo de coleta e a contagem celular nao foi diferente entre as regides
gengivais e as areas interproximais pré selecionadas, independente do elemento dental (canino

ou incisivo), ndo influenciaram na contagem do niimero de neutrofilos.

N2de Neutrdfilos Apds
30 -
p=0,008
25
) p=0,124 p=0,275
£ 20 4
P
) WSemlLaser
% 15 -
= M Infravermelho
-2
s 10 - W vermelho
=
5 m
D —
Grupos

GRAFICO 3 — Namero de neutréfilos depois da irradiagdo. As barras representam o erro padrio. Os n° de células,

por campo, depois da irradiagdo sdo diferentes para grupos (p<0,05).

Comparando os trés grupos (sem Laser, infravermelho, vermelho) apds a segunda coleta,
notamos que o numero médio de neutrofilos por campo diminuiu (GRA 3). No entanto
observando a TAB. 2, estatisticamente comparando os grupos sem laser depois e laser
infravermelho depois (p = 0,124) como também os grupos infravermelho depois e vermelho

depois (p = 0,275), ndo houve diferenga entre estes grupos. Por outro lado, quando se compara o
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grupo sem laser depois com o grupo laser vermelho depois (p = 0,008) observa-se uma diferenca

significativa na reducdo do niimero de neutréfilos.

Pode-se concluir que o laser vermelho de A = 680 nm quando aplicado sobre tecidos gengivais,
nos parametros utilizados nesse estudo, promove a reducdo de neutrofilos presentes no fluido

sulcular gengival coletado dos sulcos nestas regides.

Em seguida os nimeros médios de macrofagos por voluntario e os valores médios totais estao

registrados na TAB. 3.

TABELA 3

Contagem de Macrofagos (média de células por campo)

Sem Laser Infravermelho Vermelho
Antes Apoés Antes Apoés Antes Apos
Média 2,0 1,6 2,0 2,5 2,1 2,6
Desvio 1,5 0,9 1,2 2,0 1,2 1,8
N 29,0 29,0 29,0 29,0 29,0 29,0
Erro 0,3 0,2 0,2 0.4 0,2 0,3
Voluntario

1 3,4 2,2 3,0 1,9 3,8 4,6

2 1,9 1,0 2,3 1,2 0,6 3,7
3 2,9 2,2 2,3 5,4 1,5 3.4

4 1,0 1,3 1,4 0,4 1,0 2,2
5 7,1 2,2 43 1,7 0,8 2,3

6 0,4 2,0 0,9 1,7 1,9 3,0

7 6,0 3,1 4.8 9,5 1,7 1,5
8 3,7 1,2 0,5 1,2 1,5 4,1
9 1,2 3,1 1,2 1,3 1,2 2,3
10 1,6 1,5 1,8 2,1 2,2 472
11 0,6 0,4 1,0 0,4 1,6 2.4
12 0,9 1,7 0,3 4,8 1,5 5,9
13 0,5 0,2 1,9 2,7 1,5 1,5
14 3,5 3,7 2,2 2,0 3,3 3,7
15 1,2 2,7 2,0 6,2 0,6 1,5
16 0,9 0,9 0,5 1,8 49 3,0
17 2,7 1,4 1,4 1,8 1,7 0,7
18 1,4 0,0 0,7 1,0 3,3 0,9
19 2,6 0,8 3,1 1,2 1,8 0,9
20 2.3 3,0 43 3.4 2,6 2,2
21 5,5 1,7 3.4 2.9 4.2 3.8
22 1,5 1,4 3,0 2,3 3,3 2,1
23 1,2 0,4 3,8 2,1 43 5,5
24 1,0 1,5 2,0 1,6 1,9 0,4
25 1,8 2,0 3,1 3,0 1,6 0,4
26 0,6 1,3 0,6 1,3 0,7 1,2
27 1,3 0,8 2,2 1,4 0,7 0,5
28 2.5 2,7 1,8 2,7 1,5 7,1
29 0,6 0,8 1,0 0,5 1,2 0,8
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As médias totais desses valores expressas na TAB. 3 estdo ilustradas no GRA 4.

Numero de Macrofagos

3
—_ 2,5
[=]
£
© 2
~~
K
= 15 - M Antes
ng i
= M Depois
T 1 -
QL
=

0,5 -
O -
Sem Laser Infravermelho Vermelho

GRAFICO 4 - Ntiimero de macrofagos por campo nos trés grupos antes e ap6s a irradiagdo. As barras representam o

erro padrdo.

Analisando a imagem do GRA 4 acima, nos trés grupos (sem laser, laser infravermelho e laser
vermelho) antes da irradiacdo, representados pela coluna marrom, as médias de contagem

celulares eram similares.

Nos trés grupos depois da irradiagdo laser (coluna azul), observa-se que enquanto no grupo sem
laser apresentava um nimero médio de células mais baixo, nos grupos laser infravermelho e

vermelho, o nimero de macrofagos presentes no fluido era maior.

Os mesmos trés grupos isolados, percebe-se que: no grupo sem laser quando se compara antes e
depois, passado tempo de irradia¢do, houve uma reducdo no niimero de macrdofagos justificado
pela diminui¢cdo de material colido e nos grupos que receberam efetivamente a irradiagdo laser

infravermelho e vermelho houve um aumento no nimero de macrofagos;

Analisando os dados para diferenciagdo estatistica de cada grupo, foi calculada a co-variancia, o
valor de z e o valor p para cada comparacdo entre grupos. Os grupos foram considerados

diferentes quando p < 0,05.
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Na analise estatistica comparativa das médias, pode-se constatar que algumas diferengas entre os

grupos foram realmente significantes e estdo registradas na TAB. 4.

TABELA 4

Macroéfagos - Valores de p para cada uma das comparagdes. Para os grupos serem considerados diferentes, p<0,05.

P

Sem Laser Infravermelho | Infravermelho Vermelho
apos antes apos antes

Sem Laser
antes

Sem Laser apos
Infravermelho antes
Infravermelho apés

Vermelho antes

Vermelho apoés

0,064

0,274

0,399 0,134

Na TAB. 4 estdo contidos os valores expressos de p para comparagdes entre as médias dos
diversos campos de contagem de Macréfagos representados por cores previamente definidas em

azul, vermelho e amarelo.

Em azul estdo ilustrados os valores de p para as comparagdes ocorridas entre mesmas areas antes
e apos o tempo de irradiacdo (grupo sem laser antes e apds p = 0,100; grupo infravermelho antes
e apos p = 0,198; e grupo vermelho antes e ap6és p = 0,134), mostrando que entre estes grupos

nao houve diferencga.

Em vermelho estdo ilustrados os valores de p para as comparagdes ocorridas entre as trés areas
antes do tempo de irradiacdo (sem laser antes e infravermelho antes p = 0,399; Sem laser antes e
vermelho antes p = 0,410; e infravermelho antes e vermelho antes p = 0,461). Estes valores

mostram que os trés grupos foram idénticos.

Em amarelo estdo ilustrados os valores de p para as comparagdes ocorridas entre as trés areas
apos o tempo de irradiagdo (sem laser apods e infravermelho apds p = 0,024; sem laser apos e

vermelho apos p = 0,014; e infravermelho ap6s e vermelho apds p =0,399).
Os valores relatam que os grupos laser foram diferentes do grupo sem laser.

Nos GRA 5 e 6 respectivamente, estdo expressas as colunas comparativas dos valores médios do
numero de macrofagos entre os trés grupos antes e apds o tempo de irradiacdo constando os

valores de p para as relacdes de significancia estatistica.
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N2 de Macrofagos Antes
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GRAFICO 5 — Numero de macréfagos antes da irradiagdo. As barras representam o erro padrdo. Os n° de células,

por campo, antes da irradiagdo eram iguais nos trés grupos (p>0,05).

De acordo com o GRA 5, quando se compara os valores dos trés grupos (sem laser,
infravermelho e vermelho) antes da irradiagdo, observamos que os trés grupos sao

estatisticamente iguais com todos os valores de p > 0,05.

Neste caso pode-se relatar que foi eliminada qualquer interferéncia com relagdo a metodologia
entre as areas comparadas, demonstrando que o modo de coleta e a contagem celular ndo foi
diferente entre as regides gengivais € que as areas interproximais pré selecionadas, independente
do elemento dental (canino ou incisivo), nao influenciaram no numero médio de macrofagos por

campo.

E fato que os trés grupos antes da irradiagcdo ndo apresentaram diferengas quanto ao nimero de

macrofagos.
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GRAFICO 6 — Numero de macrofagos apos a irradiagdo. As barras representam o erro padrdo, os valores sdo

diferentes entre grupos (p < 0,05).

Comparando os valores médios de numero de macrofago obtidos apds a irradiagdo nos trés
grupos GRA 6, percebe-se que houve uma diferenca no numero de macrofagos entre o grupo
sem laser em relagdo aos grupos que receberam a irradiagdo laser mostrando um aumento
significativo da populagdo celular de macrofagos(sem laser/Infravermelho p = 0,024 e sem

laser/vermelho p = 0,014), pois os valores de p foram inferiores a 0,05.

No entanto, entre os grupos laser infravermelho e laser vermelho ndo houve diferenga neste
valor apos a irradiagcdo (p = 0,399), onde se pode concluir que os dois comprimentos de onda

resultaram no mesmo aumento da populagdo de macrofagos.

Este comportamento leva a crer que ambos os lasers infravermelho (A = 780nm) e vermelho
(A = 680nm) aplicados sobre os tecidos gengivais, nos parametros utilizados no presente estudo,
estimulam o aumento do nimero de macrofagos presentes no fluido sulcular potencializando seu

poder de fagocitose no interior do sulco gengival.
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5.2 Verificacdo das medidas volumétricas do fluido gengival

Antes da coleta e medi¢ao do fluido, nao foi realizada nos voluntarios nenhum tipo de profilaxia,
controle de placa ou qualquer procedimento que pudesse influenciar na composi¢@o ou alteragao

no volume do fluido sulcular gengival.

O periodo de coleta foi realizado entre 9:00 horas e 17:00 horas pois sabe-se que o aumento do
fluido ¢ notado no horario de 06 horas as 22 horas, por estimulo da mastigacdo, massagem
gengival, influéncia de hormonios sexuais femininos (ovulacdo, gravidez, contraceptivos
hormonais) relacionados a progesterona e estrégeno, que aumentam a permeabilidade vascular,

fumo e apos terapia periodontal (processo de cicatriza¢dao). (CARRANZA Jr.e BULKAZ, 1997).

A drenagem do fluido do sulco gengival tem sido alvo de pesquisas nos mais variados aspectos.

Para medir os volumes desse fluido, varios métodos e técnicas foram idealizados.

SIEGEL et al. (1972) desenvolveram técnica para simular ,“in vitro”, a coleta de fluido gengival
utilizando para isto micropipetas, papel absorvente em tiras e solu¢do de Ninidrina. Por sua vez
SUPPIPAT e SUPPIPAT (1977) procederam a avaliacao eletronica (PERIOTRON) do volume

de fluido sulcular conjugada com colora¢do de Ninidrina das tiras de papel absorvente.

Em seguida GARNICH et al. (1979), SPRANGER (1980) ¢ TSUCHIDA e¢ HARA (1981)
efetuaram estudos de avaliacdo sobre drenagem do fluido sulcular, eletronicamente, com o

auxilio do Periotron.

O PERIOTRON (Harco eletronics, Winnipeg, Manitoba, Canada) micro-unidade metro ¢ um
instrumento eletronico que foi projetado para permitir maior uso de uma variedade de tiras de
papel absorvente para fluido sulcular gengival (GCF), fluido da bolsa periodontal (PPF), fluxo
salivar e medidas de espessura de saliva. A umidade da tira de papel afeta o fluxo de uma
corrente elétrica e fornece uma leitura digital (mensurando) que pode ir de 0 a 200 (referente as

medidas em fra¢des de microlitros observados em 10 segundos).

As areas correspondentes ao grupos sem laser, foram utilizadas com o objetivo de mostrar se
somente o ato de posicionar a fita no interior do sulco (coleta), poderia alterar a composi¢do do

fluido.

Os valores das medidas volumétricas de fluido gengival coletados com papéis absorventes
(Periopaper) de sulcos pertencentes as areas gengivais, antes e apds a irradiagdo laser, foram

registradas na TAB. 5 e analisadas estatisticamente.
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TABELA 5

Dados de medic¢des volumétricas realizadas com o auxilio do Periotron nas trés areas — sem laser,

Infravermelho(IV) e Vermelho(V) .

Periotron -pl Periotron -pl Periotron -pl
SEM LASER LASER IV-3=780nm | LASER V-2=680nm
N° | NOME | GENERO | IDADE
Antes Apos Antes Apoés Antes Apos
1 BGN M 29 52 50 39 51 25 61
2 GRS M 44 31 22 26 82 26 80
3 MVLF M 31 114 111 134 183 36 98
4 AJMV F 25 64 62 16 48 25 41
5 DML M 28 73 61 30 52 16 38
6 EMO F 37 94 45 46 71 77 88
7 PDM F 31 88 67 71 86 40 68
8 KCDF F 28 89 85 22 32 31 54
9 ABM F 20 61 50 27 52 40 45
10 DLS F 36 59 22 41 68 36 90
11 LAS M 54 123 95 150 176 55 109
12 RVSJ M 25 62 30 40 58 55 89
13 LMTV F 50 59 59 43 46 45 48
14 ATV M 21 59 58 80 130 58 116
15 RVS M 50 53 23 23 50 42 115
16 MVAA M 38 30 20 42 49 54 58
17 EPR M 29 58 41 72 80 72 91
18 TPFN F 28 75 86 49 97 56 86
19 ALRB F 24 67 74 29 46 30 36
20 KOL F 29 52 19 33 34 18 19
21 CGA F 44 17 13 10 15 15 25
22 BLJ F 36 32 10 28 40 25 31
23 AFB M 40 34 22 18 33 44 55
24 EBMF F 23 30 35 54 74 26 32
25 EC M 46 37 29 37 68 61 85
26 ABT F 25 25 10 32 53 29 39
27 LLSS M 27 66 64 76 86 47 52
28§ | MMML F 59 151 70 23 38 30 35
29 FGS F 26 75 93 28 90 68 83
30 OAA M 36 67 25 22 26 20 54
Soma total 1897 1451 1341 2014 1202 1921
Médias (Periotron) 63,23 48,37 44,70 67,13 40,07 64,03
Desvio padrao (DP) 30,11 28,29 31,98 39,03 17,14 28,07
Erro 5,49 5,16 5,83 7,12 3,13 5,12

Os dados a respeito das medidas volumétricas de fluido gengival realizadas pelo Periotron
contidos na TAB. 5 estdo ilustrados no GRA 7. A coluna marrom representa as médias
volumétricas nos trés grupos no instante antes da irradiagdo e a coluna azul representa as médias

volumétricas obtidas no instante apos o tempo de irradiacio.



84

80

70

60

50

40

30

20

IViédias na escala volumétrica Periotron

10

Relagdo das médias das medidas volumétricastotais de fluido sulcular
gengival realizadas pelo Periotron (xerro)

p>0,05 p<0,05 T p<0,01

H Antes
HApds

Sem Laser Infravermelho Vermelho

GRAFICO 7 Relagio das diferengas entre as médias das medidas totais de quantidades de fluido sulcular gengival

antes e apos a irradiagdo laser realizadas pelo Periotron nos trés grupos.

Apos somados os valores totais de cada area do experimento e dividirmos pelo niimero de

voluntarios, obtém-se as médias de cada grupo antes e apds a irradiacdo. A relacdo das

diferengas das médias volumétricas nos trés grupos entre o instante antes e o instante apds, esta

1lustrada no GRA 8.

Diferenca da quantidacde de fluido
medidas antes e apos o laser

(escala FERIOTRON)

Relacgao das diferencas entre as médias das medidas totais de fluido
coletadas nos trés grupos antes e apos airradiacao realizadas pelo

Periotron
30
20
10 B Sem Laser
H [nfravermelho
BVermelho
D _
-10 A
-20

Areas do experimento

GRAFICO 8 Relagio das diferengas entre as médias das medidas de quantidades de fluido sulcular gengival antes e

apos a irradiagdo laser realizadas pelo Periotron.
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Observou-se que pelas diferencas obtidas na area sem laser, o simples posicionamento do papel
absorvente (Periopaper) no sulco gengival reduziu em quase 1/3 a quantidade de fluido drenado
acusando uma diferenca negativa representada pela coluna verde. As demais areas laser
Infravermelho (coluna Azul) e vermelho (coluna Vermelha) acusaram um aumento de mais de
50% na quantidade de fluido drenado sem mostrar entre elas uma diferenca visual discrepante

GRA 8.

O GRA 9 ilustra o comportamento do grupo sem laser antes e apos decorrido o tempo resultando
numa reducdo da quantidade de fluido sulcular gengival . Observando o grupo sem laser, nota-se
que a coleta ndo interferiu nos dados do experimento (p = 0,54), ou seja, maior que 0,05. O
fluido gengival apresentou uma média maior em volume na primeira coleta, no entanto, nao

houve diferencas estatisticas significativas comparando a primeira e a segunda coleta.

Médias das medidas obtidasno grupo Sem Laser (terro) antes e apos
70

60 |

50

E Antes

40

W Apos

30

escala periotron

20

10

Meédia das medidas do fluido gengival -

Sem laser

GRAFICO 9 - Grupo sem laser. A figura ilustra as médias para o conjunto de dados apresentados, referentes a
coleta de fluido gengival. Neste grupo o fluido foi colhido duas vezes, e ndo foi realizado nenhuma irradiagdo entre
as duas coletas.

Apds comparar a média volumétrica coletada antes e apds a irradiagdo laser dentro do mesmo
grupo (primeiro no grupo vermelho e apds o grupo infravermelho) e analisar estatisticamente os
dados, os valores de P foram registrados na TAB. 6. O nivel de significancia escolhido foi de

95% e os grupos sdo considerados diferentes quando p < 0,05.
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TABELA 6

Teste-t pareado para duas amostras

Sample N | Média Desvio padrio Erro padrio P Value
Vermelho Antes 30 40,07 17,14 3,13
Vermelho Depois 30 63,37 27,79 5,07
Infravermelho Antes | 30 4470 31,98 5,84
Infravermelho_Depois 30 67,13 39,03 7,13

De acordo com a andlise estatistica, observa-se que realizando comparagdes entre os valores
médios dentro de um mesmo grupo antes ¢ depois da irradiagdo , no grupo laser vermelho
(A = 680 nm), ocorreu um aumento de volume de fluido estatisticamente significante
(p=1,3x10"%) e no grupo laser infravermelho (A = 780 nm), também ocorreu um aumento de

volume estatisticamente significante (p = 2,7 x 10" ) ambas registradas logo ap6s a aplicacio.

Estas variagdes que ocorreram nos grupos laser infravermelho (A= 780 nm) e vermelho

(A = 680nm) antes e apods a irradiagdo com seus respectivos valores de P estdo ilustradas abaixo

no GRA 10.

Laser Infra-vermelho Laser Vermelho

p=2,7x10° p=1,3x10°

70+

60
50

40 L

30

20

Volume de Fluido Crevicular
Volume de Fluido Crevicular

104

T T
Antes Depois Antes Depois

GRAFICO 10 — Medidas do volume do fluido sulcular gengival antes e apés aplicagdo do laser no grupo
infravermelho e no grupo vermelho contendo a significancia estatistica.

Apobs comparar as médias volumétricas coletadas antes e apds a irradiacdo em grupos diferentes
(vermelho e infravermelho) e analisar estatisticamente os dados, os valores de p estao
registrados na TAB.7. O nivel de significancia escolhido foi de 95% e os grupos sdo

considerados diferentes quando p < 0,05.
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TABELA 7

Teste-t ndo pareadas para duas amostras

Sample N Média | Desvio padriao | Erro padriao | P Value
Vermelho Antes 30 40,07 17,14 3,13
Infravermelho Antes 30 44,70 31,98 5,84
Vermelho Depois 30 63,37 27,79 5,07
Infravermelho_Depois 30 67,13 39,03 7,13

De acordo com a analise estatistica, observa-se que nas comparagdes realizadas entre os grupos

laser vermelho e infravermelho antes da irradiacdo ( p = 0,5), como também nas comparagdes

realizadas entre os grupos laser vermelho e infravermelho apés a irradiag¢do, (p = 0,7) , ndo

houve diferenca entre as médias dos valores volumétricos registrados;

Isto leva a concluir que ambos os grupos laser se comportaram da mesma forma estimulando um

aumento do fluido sulcular gengival na mesma proporgao.

No GRA 11 estdo expressos as colunas comparativas dos valores médios das medi¢des de

volume de fluido sulcular gengival entre os dois grupos laser, antes e apos o tempo de irradiacao,

constando os valores de p para as relagdes de significancia estatistica.

50

Medias

40

Valume de fluido crevicular

80 1

70 A

60 1

30 1

20 4

10 1

Relac¢ao das medidas de fluido gengival nos grupos laser
antes e depois
p=0,5

p=0.7

p=2,7x 10:* "
e p=1,3x 10

M Infravermelho Antes
M Infravermelho Depois
MVermelho Antes

M Vermelho Depois

Grupos

GRAFICO 11 - Relagio de todas as medidas de volume do fluido realizadas pelo Periotron com sua significancia

estatistica.

Para analise da variancia foi utilizado o teste ANOVA.

A variancia das populagdes ndo ¢ significativamente diferente ao nivel de 0,05.
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No GRA 11 sdo representadas as médias dos volumes de fluido sulcular mensurados nos
diversos grupos e as barras representam o erro padrao. Podemos observar que os valores para
ambos os grupos antes do laser (p = 0,5) e apos o laser (p = 0,7) sdo considerados
estatisticamente iguais. Ambos 0s grupos apresentaram um aumento significativo do fluido
gengival, quando analisados individualmente nos instantes antes e apds, pois tanto no grupo

infravermelho quanto no vermelho os valores de p foram menores que 0,05.

O nivel de significancia escolhido foi de 95% e os grupos sdo considerados diferentes quando

p <0,05, (AMORIM et al.2006).
Entre as amostras do mesmo grupo antes e depois foi utilizado o teste- t pareado.

Entre as amostras de grupos diferentes entre areas vermelho antes e infravermelho antes, e para

vermelho depois e infravermelho depois, foi utilizado o teste-t ndo pareado.

De acordo com a andlise estatistica podemos concluir que: entre os trés grupos antes da
aplicacdo do laser, as medidas dos volumes ndo apresentaram diferencas; o laser de emissao
infravermelha (A = 780 nm), durante 2 minutos e meio, com poténcia de 40 mW e, portanto dose
de 150J/cm? aplicado sobre tecidos gengivais estimula o aumento de volume de fluido sulcular
gengival na mesma propor¢do que o laser de emissdo vermelha (A = 680 nm), utilizando o

mesmo protocolo.

Esses achados vao de encontro aos trabalhos de SILVEIRA e SILVEIRA (1992) que
comprovaram o aumento na quantidade de fluido drenado do sulco gengival, em gengivas
humanas clinicamente normais, apds aplicagdo laser de AsGa (A = 904 nm) e SILVEIRA et al,
também em (1992) que verificaram a ativagdo da drenagem do exsudato de bolsas periodontais
apos aplicagao de laser de AsGa (A = 904 nm) também em gengivas humanas, comprovando a
importancia do mesmo na inducdo do aumento da circulacdo sangiiinea na area onde ocorreu a
aplicagdo, promovendo uma diminui¢ao de agentes nocivos aos tecidos periodontais e renovando

a celularidade, imunoglobulinas e sistema de complemento refor¢cando a defesa organica local.

No caso especifico do sulco gengival a irradiacdo pelo laser de baixa intensidade pode torna-se
uma técnica auxiliar para promover, quando necessdrio, a limpeza do mesmo e
conseqiientemente, renovar de maneira pratica todos os elementos nutritivos e imunologicos da

area melhorando o estado de satde periodontal. (SILVEIRA e SILVEIRA,1992).

Desse modo, pode-se dizer que os dois comprimentos de onda lasers de emissao infravermelha
(A =780 nm) e vermelha (A = 680 nm), foram capazes de aumentar a quantidade da drenagem de

fluido sulcular gengival e baseado nos conhecimentos anteriores de que o fluido possa: lavar o
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sulco de substancias, conter proteinas plasmaticas que podem melhorar a adesividade do epitélio
ao dente, possuir propriedades antimicrobianas e iniciar a atividade dos anticorpos na defesa da
gengiva, ¢ oportuno levar em consideracdo que este fato pode ser benéfico para o

restabelecimento do equilibrio e da normalidade gengival.

5.3 Termografia no tecido gengival

Na terceira etapa, apOs capturadas as imagens pela termocamera da regido anterior da cavidade
oral incluindo as trés areas superiores (maxila) da pesquisa (sem laser, infravermelho e
vermelho) antes e logo apds a irradiacdo laser e interpretadas pelo programa de computador

Therma-Cam Reporte, os dados sobre variagdo de temperatura estao registrados na TAB 8.

TABELA 8

Dados de medigdes de temperatura em °C realizadas com auxilio de uma termocamera.

Temperatura °C Temperatura °C Temperatura °C
N° | NOME | SEXO | IDADE SEM LASER LASER IV-3=780nm | LASER V-3=680nm
Py (P>) (P3)
Antes Apos Antes Apos Antes Apos
1 LBS M 40 33,7 34,5 33,4 34,9 33,6 35,0
2 GRS M 44 34,1 34,1 33,6 34,4 34,1 33,7
3 MVLF M 32 33,4 33,5 33,6 33,8 33,5 34,3
4 | BPMC M 22 33,5 33,5 33,0 33,2 34,3 34,2
5 BGN M 30 33,9 34,8 32,6 34,0 32,6 34,5
6 | MVAA M 39 33,6 33,3 33,2 33,5 32,6 33,1
7 FRFR M 23 32,1 32,8 32,1 32,2 32,4 32,7
8 DML M 28 33,0 33,8 33,1 34,2 32,8 34,5
Soma 267,3 270,3 263,6 270,2 265,9 272
Médias 33,41 33,79 32,95 33,78 33,24 34
Desvio Padrio 0,62 0,66 0,62 0,83 0,73 0,78
Erro 0,22 0,23 0,22 0,29 0,26 0,27
diferenca 0,38 0,83 0,76

Na TAB 8 pode-se observar que na area sem laser (P;) a média das medidas de temperaturas da
superficie gengival ficou em 33,41° C e com o afastamento gengival e o aguardo do tempo de
aplica¢do, sem receber nenhuma irradiagdo, a temperatura elevou para 33,79° C ou seja, houve

um aumento de 0,38° C.

No grupo que recebeu o laser infravermelho (P;) a média das medidas de temperaturas da
superficie gengival antes da aplicagdo ficou em 32,95° C e apds a aplica¢do, a temperatura

elevou para 33,78° C ou seja, houve um aumento de 0,83° C.
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No grupo que recebeu o laser vermelho (P3) a média das medidas de temperaturas da superficie
gengival antes da aplicagdo ficou em 33,24° C e apds a aplicagdo, a temperatura elevou para

34° C ou seja, houve um aumento de 0,76° C.

Estes dados da TAB 8 referentes aos valores das médias nas areas (P;) (P2) (P3)antes e apos o
tempo de irradiacdo com desvio padrio e erro estdo ilustrados nos GRA 12 e 13, como também a

varia¢ao das médias ocorridas em cada grupo isolado representadas no GRA 14.

Relacdao das médias (tDP) das medidas de temperatura
nas trés areas antes e apoés o tempo de aplicacao

34,8

34,3

33,8

H Antes

33,3

H Apos
32,8

Temperaturaem®C

32,3

31,8
Sem laser Infravermelho Vermelho

GRAFICO 12 - Relagdo de todas as médias das medidas de temperatura nas trés areas (sem laser, infravermelho e
vermelho) antes e apds o tempo de aplicagdo laser constando desvio padrio.

Rela¢ao das médias (+erro) das medidas de temperatura
nas trés dreas antes e apos o tempo de aplicagao

34,8

34,3

33,8

33,3 - M Antes
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32,8 - P

Temperaturaem®C

32,3 -
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Sem laser Infravermelho Vermelho

GRAFICO 13 - Relagio de todas as médias das medidas de temperatura nas trés areas (sem laser, infravermelho e
vermelho) antes e apds o tempo de aplicacdo laser constando erro.



91

O GRA 14 ilustra as variacdes de temperaturas ocorridas em cada grupo nos momentos antes e
apos o tempo de irradiagdo, contidas na TAB 8 e pode-se perceber que nos trés grupos houve um
aumento de temperatura que ndo passou ¢ 1° C e nos grupos laser (Colunas azul e vermelha )

houve um aumento de temperatura sempre maior que no grupo sem laser (coluna verde).

Diferencas das médias das medidas de temperatura nas
trés areas antes e apos o tempo de aplicagao
0,9
0,8
0,7
E 0,6
w H Sem laser
® 0,5
2 H Infravermelho
E 0,4
H Vermelho
£ 0,3 -
2
0,2 -
0,1 -
0 |

GRAFICO 14 — Diferengas das médias das medidas de temperatura nas trés 4reas individuais (Sem Laser,
Infravermelho e vermelho) antes e apds o tempo da aplicagdo laser.

A seguir os dados da TAB 9 representam as variagdes das diferencas médias de medidas de

temperatura entre os diferentes grupos estudados.

TABELA 9

Variacdo das diferengas das médias das medigdes de temperatura em °C realizadas antes e apos a irradiagdo entre os

trés grupos.
Grupos (diferenca média°C) Sem Laser ( 0,38° C) Infravermelho (0,83° C)
Infravermelho (0,83° C) 0,45° C
Vermelho (0,76° C) (0,07° C)

Este calculo serve para eliminar qualquer interferéncia do procedimento na medi¢cdo uma vez

que a intencdo € eliminar a diferenca de medida de temperatura ocorrida no grupo sem laser .

No GRA 15 estdo ilustrados os dados da TAB 9 referentes as variagdes das diferengas de

medidas de temperatura entre os diferentes grupos.
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Difereng¢a entre variagdoes das médias obtidas
antes e apds entre os trés grupos
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GRAFICO 15 — Diferenga entre as variagdes das médias de temperatura obtidas antes e apos o tempo de aplicagdo,
entre os trés grupos.

Baseados nesses dados pode-se observar que a variacdo de temperatura promovida pela
aplica¢do do laser em baixa intensidade ndo ultrapassa a 0, 45 °C e que nas areas submetidas a
irradiacdo laser com os dois tipos de comprimento de onda usados 780nm infravermelho e

660nm vermelho, a variagdo de temperatura foi similar.

Vale a pena lembrar que como citado anteriormente, o calor irradiado pelo corpo humano,
quando observado externamente, serd sempre uma somatoria dos efeitos vasculares
(microcirculagdo sanguinea), neurologicos e metabolicos (oxidagdo de glicogénio) e dependendo
de cada situagdo o profissional podera analisar a possivel causa do aquecimento ou resfriamento
de uma determinada area da pele ou tecido. Portanto a variacdo de temperatura do tecido
gengival pode ser resultante do estimulo da microcirculagdo, tecidual ocasionando um maior

aporte sanguineo da area.

Para finalizar, nas comparagdes entre variacdes de volume e presenca celular, os lasers de baixa
intensidade de emissao infravermelha (A = 780 nm) e vermelha (A = 680 nm), nas condi¢des do
presente estudo, promoveram o aumento de volume do fluido sulcular gengival drenado como
também o aumento do niimero de macrofagos presentes em sua composi¢do, mas na andlise de
neutrofilos, somente o laser vermelho (A = 680 nm) promoveu uma redugdo significativa no

numero de células presentes em sua composi¢ao; Os testes de variagdo de temperatura indicaram
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que aplicacdo do laser de baixa intensidade sobre os tecidos gengivais ocasionou uma mudanga
média menor que 0,5° C ndo ocasionando dano térmico e ndo houve diferenca entres os tipos de

laser utilizados.

O QUADRO n° 3 representa um resumo do comportamento de todo o experimento realizado e

relatado acima.

QUADRO 3 —Tlustrag@o do resumo total do experimento

Composicio celular Volume de fluido | Temperatura
Comprimento de onda E‘E E drenado Tecidual ° C
N° de Neutrdéfilos £ N° de Macrofagos
A=780nm - Infravermelho _ 1 1 0,45

A= 680nm - vermelho l 1 1 0,38
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6 CONCLUSOES

Nas condig¢des do presente estudo podemos concluir que :

1) A aplicagdo do laser de baixa intensidade de emissdo vermelha (A = 680 nm),
durante 2 minutos e meio, com poténcia de 40 mW e portanto Dose de 150J/cm®, sobre os
tecidos gengivais promoveu uma reducdo significativa do nimero de neutréfilos presente no

fluido sulcular gengival,

2) A aplicacdo dos lasers de baixa intensidade sobre os tecidos gengivais com
diferentes comprimentos de onda, emissdo infravermelha (A = 780 nm) e vermelha
(A = 680 nm), promoveram aumento significativo do nimero de macréfagos presentes no fluido

sulcular gengival estatisticamente igual;

3) Ambos os lasers de diferentes comprimentos de onda de emissdo infravermelha
(A = 780 nm) e vermelha (A = 680 nm) irradiados sobre os tecidos gengivais, promoveram um

aumento similar do volume drenado do fluido sulcular gengival;

4) Os testes de variagdo de temperatura indicaram que aplicagdo do laser de baixa
intensidade sobre os tecidos gengivais ocasionaram um aumento médio de temperatura menor

que 0,5° C, ndo ocasionando dano térmico;
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7 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Linha de pesquisa para prosseguimento

1) Repetir o experimento com somente um comprimento de onda, mas variando a

poténcia e o tempo com o objetivo de verificar se a dose interfere no resultado;

2) Investigagdo do laser atuando coadjuvantemente como estimulante de producao
de fluido sulcular gengival, proporcionando um aumento da concentragao de
medicagdo sistémica (metronidazol ou tetraciclina) presentes no interior do sulco

gengival, utilizada no tratamento periodontal;

3) Utilizacdo da termografia como possivel colaborador no diagndstico de maneira
ndo invasiva para identificar através de mudanca de temperatura areas com maior
atividade inflamatoria e relacioné-las com medi¢des de profundidade de bolsas e

presenca de doenga periodontal.
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ABSTRACT

In periodontology the gingival tissue, peripheral blood flow and crevicular gingival fluid (which
normally comes out of the gingival socket) are the most important immune barriers acting as
defense mechanisms at the front door for peridontal disease. The purpose of this study is to
present a non invasive and safe activation of the immune system during the beginning process of
periodontal disease associated to dental plaque, by stimulating the gingival tissue through low
intensity laser at two different waves lengths and observing the changes in the gingival
crevicular fluid drained from normal gingival tissues. Thirty volunteers were selected for this
study, with ages between 18 and 60 years old, with clinically normal dental and periodontal
structures. Six frontal interdental gingival areas were selected from each patient being 3 areas at
the jawbone and 3 areas at the mandible. At the jawbone, one area did not receive any kind of
radiation, one area was submitted to low intensity laser irradiation of A = 780 nm and one area
submitted to laser irradiation of A = 680 nm. The same procedure was repeated for the mandible.
The protocol used 40mW of power (spot area of 0,04 cm?) for the different types of laser, with
irradiation time of two and a half minutes resulting on a dose of 150 J/cm®. The changes of the
gingival tissues after the laser irradiation with 2 different wave lengths where observed and
analyzed: the cellular components of the gingival crevicular fluid (neutrophils and macrophages)
the volume change of the fluid measured by Periotron and temperature variations (due to the
increase of the blood flow) registered by a thermocamera. Based on the results we can conclude
that: about variations of volume and cellular presence, the lasers of low intensity emission
infrared (A = 780 nm) and red (A = 680 nm), at the conditions of the present study, promoted an
increase of the drained gingival crevicular fluid and an increase of number of macrophages
present in its composition, but only the red laser promoted a decrease of the neutrophils present
in its composition. The temperature variation tests indicated that the use of the low intensity
laser on the gingival tissues caused and average change of only 0,5° C, not causing thermal

damage.

Key words: Low Level Laser intensity, gingival crevicular fluid, macrophages, neutrophils,

Periotron, thermography.
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ANEXOS A

A.1 —Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ENGENHARIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA MECANICA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE CLINICA, PATOLOGIA E CIRURGIA ODONTOLOGICAS

Belo Horizonte, de de 2008.

Prezado paciente Voluntario,

Eu, Livio de Barros Silveira CROMG 17775 juntamente com os professores Marcos Pinotti ¢ Roberto Marcio de
Andrade, Estamos realizando uma pesquisa, com objetivo de investigar a composi¢do do liquido que sai
normalmente da gengiva apos aplicar a luz laser de baixa intensidade nesta gengiva. Utilizaremos o seguinte
recurso: Aplicacdo de laser em baixa intensidade sobre o tecido gengival durante 2 minutos e meio, no consultorio
particular. Gostaria de poder contar com sua colaboracao para participar desta pesquisa como paciente voluntario,

esclarecendo que:

A pesquisa consiste em comparecer uma unica vez no consultorio onde realizaremos preenchimento de
ficha clinica, leitura e assinatura do Termo de consentimento livre e esclarecido, exame Visual clinico periodontal,
a) posicionamento de um papel absorvente e uma fita plastica no espago entre a gengiva e o dente (sulco gengival)
para a coleta do fluido durante 5 segundos, b)uma aplicagdo de luz laser de baixa intensidade sobre a gengiva
durante dois minutos e trinta segundos, procedimento esse, que sera realizado somente por mim. C) logo apos sera
novamente posicionado um papel absorvente e uma fita plastica no sulco gengival para coleta do fluido durante 5
segundos. A Fita serd colocada nas areas superiores e o papel absorvente nas areas inferiores. Tempo total do
experimento € de 35 minutos e realizado uma tinica vez dentro de consultorio particular situado a av. Raja Gabaglia

2680 sala 902 bairro Estoril. O experimento ndo incomoda, ndo ddi e ndo traz nenhum risco a satde.

Somente serdo utilizados os pacientes voluntarios que aceitarem, concordarem ¢ assinarem o termo de

consentimento livre e esclarecido, emitido em duas vias (pesquisador e paciente voluntario).

Esse experimento ¢ feito com material descartavel, individual (para aplicag@o do laser na cavidade bucal,
serdo utilizadas luvas e gazes, pelicula de PVC magipack e para o ensaio, ldminas plasticas e papéis absorventes

descartaveis) tudo fornecido pelo profissional sem custo para o paciente voluntario.

O examinador Livio de Barros Silveira é dentista e pesquisador, Mestre e doutorando e esta apto a fazer

esse exame e as aplicacdes de Laser.

Cada paciente voluntario participara uma unica vez por num periodo Total de 35 minutos (entre exame,
coleta de fluido com Fita, aplicagdo de laser, coleta de fluido com Fita novamente na area superior ¢ Coleta com
papel absorvente, aplicagdo de laser, coleta de fluido com papel absorvente na area inferior).Durante o tempo do

procedimento nao havera risco algum para o tecido ou para o paciente.
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Todos os seus dados obtidos serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada publicamente, em
hipotese alguma, e somente os pesquisadores envolvidos nesse projeto terdo acesso a essas informagoes, que serdo

utilizadas somente para fins de pesquisa.

Essa pesquisa foi aprovada no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP). Qualquer davida entre em
contato com a COEP ( Av Presidente Antonio Carlos,6627 — Unidade administrativa I, 2° Andar, Sala 2005- Belo
Horizonte — MG , CEP: 31270-901), no telefone (31) 3499 4592 — Fax: 31 3499-4027 — coep@prpq.ufmg.br.

Enderego se encontra também no rodapé das paginas.

Nao sera prevista qualquer forma de remuneracdo para o paciente voluntario, e todo e qualquer

ressarcimento das despesas relacionadas com o estudo sdo de responsabilidade do Pesquisador.

Todos os participantes poderdo, a qualquer momento, recusar ou desistir de fazer parte dessa pesquisa, sem

penalizagdo alguma.
Desde ja, agradecgo sua colaboragao.

O telefone do pesquisador para quaisquer esclarecimentos ¢é: Livio de Barros Silveira CROMG 17775 —

33781806, 32970886, 99710886. Marcos Pinotti 31 34995242 - e Roberto Marcio - 31 34995242

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ficha Pessoal Belo Horizonte, de de 2008
N° Nome:
Sexo: Idade: TEL:

Area Selecionada:  13-12--- 11-21 --- 22-23 Fita plastica

43-42--- 41-31 --- 32-33 Periopaper(papel absorvente)
Regiso interproximal
Informe consciente:

Apds as devidas informagdes fornecidas pelo profissional sobre o tipo de experimento a ser realizado, aplicando
irradiacdo laser em baixa intensidade na minha gengiva e que ndo traz absolutamente risco nenhum de dor, injuria,
agressdo ao meu organismo ¢ a minha gengiva, e ser consultado a respeito do aproveitamento do meu material
(fluido gengival) coletado para investigagdo cientifica através de fita e papel absorvente, eu concordo em participar
da pesquisa e autorizo que as amostras de fluidos e dados coletados sejam aproveitados para estudo e

posteriormente avaliados uma vez que esses seriam dispensados.

ASS

Voluntario

CD Livio de Barros Silveira— CROMG 177775 Prof.Dr. Marcos Pinotti Barbosa

Prof.Dr. Roberto Marcio de Andrade
Este documento consta de duas paginas ¢ emitido em duas vias 1* Pesquisador e 2* paciente voluntario.
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ANEXO B

B.1 — Parecer do comité de ética da UFMG

UF G Universidode Federal de Minag Gernis
Comité de Eticg em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 373/07

Interessado(a): Prof. Marcos Pinotti Barbosa
Departamento de Engenharia Mecanica
Escola de Engenharia-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 21 de novembro de 2007, apds atendidas as solicitagSes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Verificagéo das alteracbes
de quantidade e qualidade do fluido do sulco gengival drenado de
tecidos gengivais clinicamente normais submetidos a radiagdo
laser em baixa intensidade” bem como o Termo de Consentimenta
Livre e Esclarecido.

QO relaterio final ou parcial devera ser encaminhado ap COEP um
ano apds o inicio do projeto,

-
| é/ =
*u»i‘ - S
ofa. Maria fﬁrasa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Amiomio Carios, 6627 — Unidade Adminisirativa [ - 2* andivr — Sofa N5 — Cepe 37270-96) - BH-AG
Pebefime: (03 1) 34994592 FAX: (03134994516 « gemail; pepiiiooe i he
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ANEXO C

C.1 — Modo de utilizacao do kit coloracao panaético

O Procedimento se baseia em submeter o esfregagco hematologica a agdo de um
fixador e duas solucdes corantes, por meio de imersdes de 5 segundos em cada, ¢ ao final da
ultima imersdo encontra-se pronta para leitura.Sua composi¢do possui trés reagentes: Pandtico
rapido n' 1: compde-se por uma solucdo de triarilmetano a 0,1%., - Panotico répido n' 2:
compde-se por uma solugdo de xantenos a 0,1% e -Pandtico rapido n' 3: compde-se por uma

solucao de tiazinasa 0,1% .

PROCEDIMENTO TECNICO
A - Preparar as extensOes sanguinea e deixar secar em temperatura ambiente;

b - Preencher 3 recipientes (cubeta de Wertheim, cuba de Coplin ou similar) com As solugdes n'

1, 2 e 3 respectivamente;

¢ - Submergir as laminas na solucdo n' 1 mantendo-se um movimento continuo de cima para

baixo ou para os lados durante 5 segundos (5 imersdes de 1segundo cada) e deixar escorrer bem;

d - Submergir as ldminas na solugdo n' 2 mantendo-se um movimento continuo de cima para

baixo ou para os lados durante 5 segundos (5 imersdes de 1 segundo cada) e deixar escorrer;

E - Submergir as laminas na solu¢do n' 3 mantendo-se um movimento continuo de cima para

baixo ou para os lados durante 5 segundos (5 imersdes de 1segundo cada) e deixar escorrer bem;

f - Lavar com agua deionizada recente (de preferéncia tamponada a pH 7,0),secar ao ar na

posi¢do vertical e com o final da extensdo voltado para cima.

Macroscopicamente a coloracdo deve apresentar uma tonalidade rosa-mate e
microscopicamente, as plaquetas devem se apresentar purpuras com um ponto em vermelho
visivel. Laminas muito vermelhas indicam acidez excessiva, ¢ muito azuladas alcalinidade

excessiva.
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D.1 — Relatério emitido pelo termografista constando as medi¢oes de temperatura baseado

no ensaio realizado nos tecidos gengivais de oito voluntarios.

N® relatirio: 001/2008

Cliente : Livio de Barros Silveira — UFMG — DEMEC

Termografista: Herbert Geovane de Carvalho

Material ensaiado: Tecido gengival superior — Maxila

ENSAIO TERMICO EM TECIDOS VIVOS

Termografia

| O=MIG

Regides definidas:

Di

P1 — Sem Laser, P2 — Laser infravermelho L= 780nm,

ANTES

P3 = Laser Vermelho b = 680nm

£: T. Ambiente: Umidade:
0,50

0,93 2
Data:
14/02/2008

B,3°C
Hora:
14:31:02
Imagem:

Ir 0064 jpg

Alvo:
0,3m

T.maxima

33,7°C

33,4°C

axlzi’

33,6°C

£: T. Ambiente: Umidade:

Area | AT (antes e depois)
P1 0.8°%C
P2 1.4 °C
P3 1.4°C

0,93 28 3°C 0,50
Data: Hora: Alvo:
14/02/2008 14:38:36 0,3m
Imagenm:
Ir 0065.jpa |
Area T. maxima |
P1 34.5°C
P2 34.8°C
P3 350°C
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ANEXOS E

E.1 — Relacio das tabelas de todos os voluntarios contendo os dados com contagem celular de 10 campos em
cada regifo (sem laser, infravermelho e vermelho) antes e depois da irradiacio com aumento de 1000X
(ocular 10X e objetiva 100X)

NO1 Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 23 17 10 2
2 29 52 7 4
3 41 22 2 1
4 33 17 2 1
5 63 14 2 1
6 51 79 1 X 2
7 23 30 6 1
8 27 19 1 2
9 63 16 3 2
10 38 38 1 6
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 40 1 X 5
2 11 X X 2
3 59 2 5 1
4 75 1 3 3
5 68 X 2 5 X
6 61 X 4 1
7 52 X 3 2
8 46 X 5 1
9 44 1 3 3
10 15 1 2 1
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 50 X 2 7
2 105 X 3 1
3 86 X 1 4
4 142 X 1 3
5 126 X 7 2
6 85 X 5 12
7 55 X 7 3
8 54 X 8 8
9 86 X 3 2
10 80 X 1 4
N 02 Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 39 X 2 4
2 47 12 X X
3 93 74 3 1
4 72 11 3 1
5 40 19 4 2
6 17 23 1 X
7 15 40 2 X
8 38 20 X 1
9 54 14 2 X
10 25 11 2 1
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo Linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 12 X 4 5
2 14 12 3 X
3 13 74 3 X
4 6 11 X 1
5 8 19 2 X
6 10 23 2 2
7 40 X
8 20 1
9 14 2
10 11 1
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 16 X 2 3
2 4 2 X 4
3 13 6 X 2
4 4 2 X 1
5 6 3 X 8
6 8 3 1 5
7 10 1 1 3
8
9
10
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NO3
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 46 12 1 1
2 56 13 5 4
3 25 32 1 1 2
4 51 21 3 1
5 19 16 X 2
6 46 12 3 1
7 23 16 4 8
8 136 14 1 6 1
9 138 8 4 1
10 70 7 2 1
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 163 29 4 7
2 132 6 3 5
3 145 4 1 8
4 158 11 5 4
5 132 5 2 7
6 110 18 1 5
7 176 12 2 4
8 172 2 3 4
9 63 10 2 1 4
10 89 X 1 1 1 6
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 34 1 4 6
2 50 1 2 3
3 27 3 1 3
4 46 2 X 4
5 28 5 1 2 2
6 10 10 2 1 7
7 75 4 X 1
8 98 6 X 3
9 37 7 2 2
10 41 2 3 3
No4
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 48 42 4 2
2 8 8 X X
3 5 3 X 1
4 6 49 X 2
5 4 59 1 3
6 50 X
7 45 X
8 38 1
9 64 2
10 59 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 43 4 2 1
2 13 3 X X
3 37 5 2 X
4 17 8 X X
5 20 3 1 1
6 32 2
7 16 2
8 25 2
9 14 1
10 29 2
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 5 X 2 3
2 19 2 3 1
3 8 2 X 3
4 7 1 X 1
5 13 1 1 3
6 9 4 X 2
7 18 1 1 1
8 9 X X 4
9 13 X X 3
10 1 1 3 1
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NOS
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 33 9 8 3
2 25 6 1 5
3 19 18 1 7 2
4 32 11 1 9 3
5 46 8 2 2 7 X
6 64 9 3 9 2
7 49 12 8 3
8 36 7 5 1
9 54 13 10 1
10 36 9 7 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 10 5 X X
2 20 17 3 1
3 25 15 8 X
4 20 17 5 3
5 28 20 4 3
6 26 19 3 3
7 14 5 4 2
8 15 5 3 1
9 35 9 5 2
10 26 X 8 2
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 19 10 2 X 4
2 12 X 1 4
3 10 X 1 X 6
4 4 X 2 3
5 10 15 1 X
6 9 X X 2
7 11 3 X X
8 12 1 3 2 1
9 7 1 1 1 1 1
10 A ] 1 1 2
NO06
Sem laser
Campo Neutroéfilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 124 52 X 2
2 130 30 1 2
3 128 30 X X
4 103 29 X 1
5 145 42 1 2
6 156 60 1 3
7 148 39 X 1
8 137 46 1 4
9 155 49 X 3
10 136 20 X 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 20 15 1 1
2 19 8 1 1
3 24 10 2 X
4 28 9 X 2
5 26 8 2 X
6 27 4 X 2
1 30 3 X 1
8 8 7 X 3
9 16 13 1 2
10 33 6 2 5
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 132 30 X X
2 158 25 3 2
3 144 28 X 3
4 142 23 4 3
5 148 19 3 7
6 172 16 4 2
7 160 6 3 1
8 104 1 1 2
9 106 13 X 2
10 138 71 1 8
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NoO7
Sem laser
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 17 1 5 3
2 11 6 10 3
3 X 9 6 3
4 27 20 4 2
5 28 8 3 2
6 19 5 7 1
7 X 49 7 8
8
9
10
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 8 3 4 7
2 5 4 3 7
3 22 X 7 9
4 9 X 7 14
5 16 X 8 11
6 7 X 3 5 7
7 8 1 2 9
8 4 3 2 4
9 28 X 6 15
10 15 X 4 12
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 29 2 4 2 X
2 16 1 1 1 1
3 20 5 3 1
4 8 1 1 1
5 7 1 1 1 X
6 5 X 1 1
7 12 X 4 X 1
8 11 4 6 1
9 9 1 2 3
10 14 3 1 X 6
No8
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 15 6 5 2
2 7 7 2 2
3 22 8 3 1
4 32 4 5 1
5 47 7 1 6 1
6 26 8 3 3
7 11 7 4 X
8 20 5 2 X
9 16 9 2 1
10 14 3 5 1
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 4 6 1 2
2 5 5 1 X 2
3 2 3 X 1
4 2 5 1 X 1
5 2 6 1 1
6 15 1 1 2 3
7 10 3 1 1 1 X
8 1 3 1 X X
9 3 5 X 1
10 6 4 X 1
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 32 X 2 10
2 18 14 1 11
3 20 20 1 3
4 39 9 3 3
5 37 4 1 2
6 18 3 1 1
7 29 2 X 3
8 16 2 3 X
9 44 4 X 4
10 47 6 1 3 4
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NO09
Sem laser
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 28 26 3 9
2 17 39 2 4
3 26 28 1 3
4 15 20 X 1
5 28 23 1 3
6 37 34 X 2
7 22 20 1 3
8 11 37 1 3
9 9 40 2 2
10 13 38 1 1
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 11 8 3 2 X
2 20 7 2 3 X
3 14 9 3 4
4 21 8 X X
5 6 5 X X
6 11 4 X 1
7 10 9 X X
8 20 X 2 2 3
9 13 3 1 2
10 21 1 1 3
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 20 26 1 4
2 15 17 1 X
3 26 4 X X
4 26 7 6 2
5 52 16 1 1 2
6 51 3 1 1
7 44 7 1 X
8 48 6 1 X 3
9 12 9 1 2
10 15 28 X 9
N10
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 22 5 4 1
2 23 24 1 5
3 16 6 X 1
4 9 12 1 4
5 21 12 3 1
6 X 9 4 1
7 10 7 X 1
8 18 9 2 X
9 12 5 1 1
10 11 8 X X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 13 2 3 2
2 11 X 2 5
3 7 X 1 2
4 5 X 1 2
5 12 3 2 2
6 7 X 4 3
7 6 3 1 X
8 9 3 X 2
9 3 4 4 2
10 11 2 X 1
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 12 5 1 X 2
2 6 2 1 1 2
3 7 1 1 5
4 5 2 X 5
5 20 1 6 2
6 15 X 1 5 5
7 12 X 2 6
8 17 2 2 6
9 8 X 3 5
10 9 1 2 4
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N11
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 67 2 X 2
2 62 2 1 X X
3 72 8 1 X 1
4 118 4 X X
5 93 6 X X
6 108 12 1 2 X
7 182 X 1 1
8 112 3 2 1 X
9 119 7 X X
10 56 5 2 X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 43 1 2 1
2 12 3 1 1
3 8 10 1 1 1
4 42 6 2 2 X
5 10 2 1 X X
6 17 1 1 X
7 28 2 X X
8 42 5 1 X
9 40 10 2 1 X
10 65 9 1 1
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 89 18 4 2
2 82 17 1 1 1
3 118 38 2 5
4 50 20 1 1 2
5 198 9 1 X 3
6 58 3 2 4
7 92 15 1 1
8 25 9 1 3
9 67 24 1 2 1
10 88 32 1 2 2
N12
Sem laser
Campo Neutroéfilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 16 3 X 2
2 13 2 1 1 X
3 24 3 X X
4 29 3 1 1
5 143 X 7 3
6 26 1 X X
7 11 2 X 4
8 28 4 X 3
9 10 5 X 2
10 19 5 1 X 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 10 X X 11
2 13 X 1 13
3 11 X 2 7
4 3 X X 6
5 13 6 X X
6 15 5 X 3
7 12 2 X 3
8 8 3 X 4
9 18 5 X 1
10 10 6 X X
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 41 3 2 X
2 33 7 2 3
3 32 2 3 1
4 20 4 X 6
5 36 5 2 9
6 40 9 1 6
7 27 2 X 12
8 16 1 2 11
9 17 X 1 5
10 24 5 1 2 6
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N13
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 20 9 X 2
2 14 6 3 X
3 39 8 X X
4 30 10 X X
5 22 5 X X
6 14 11 2 X
7 33 4 X X
8 31 5 X X
9 16 2 X X
10 21 5 X X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 6 26 X 3
2 13 9 3 X
3 18 2 1 2
4 17 X 3 4
5 22 2 5 3
6 16 5 2 1
7 20 10 X 3
8 22 22 1 4
9 20 4 2 5
10 12 1 2 2
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 27 8 X 1
2 33 3 1 5
3 39 3 2 3
4 52 7 X 1
5 44 7 2 X
6 24 12 3 X
7 15 10 3 X
8 43 2 2 1
9 29 17 X 2
10 35 8 2 2
N14
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 93 X 3 7
2 69 44 5 X
3 75 7 5 1
4 65 26 3 X
5 49 23 2 X X
6 131 5 3 6 7
7 89 8 2 5 11
8 70 1 4 3
9 79 5 1 3 6
10 104 3 2 1 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 40 4 2 1 4 2
2 36 4 1 3 2
3 38 10 2 X
4 50 6 1 1 2 5
5 19 3 4 1 X
6 13 5 1 1 X
7 30 1 1 2 1 3
8 22 2 2 6
9 26 3 1 3 X
10 47 X 4 3 2
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 74 10 3 5 X
2 38 X 4 1 7 7
3 57 8 8 4 2
4 34 3 3 2 2
5 23 7 1 X 2
6 22 6 3 1 2 2
7 24 11 1 3
8 112 4 6 3 8 2
9 37 11 3 3 5
10 25 26 2 5 1 12
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Ni15
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 95 20 2 1
2 55 14 1 2 4
3 67 19 3 X
4 59 6 2 1
5 27 30 X 4
6 54 37 1 4
7 49 22 1 1
8 48 28 1 X 2
9 63 14 1 2
10 53 17 1 X 8
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 58 75 7 3 1
2 87 88 1 4 12
3 76 30 1 6
4 42 106 2 8
5 59 185 1 8
6 55 40 1 4
7 168 52 9 3 2
8 175 63 2 3
9 119 87 1 7
10 57 78 3 2 11
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 16 17 1 X X
2 21 7 1 1
3 31 2 X 4
4 36 5 1 1
5 32 X 1
6 27 11 1 3
1 39 5 1 2
8 28 10 2 1 1
9 44 4 X 2
10 12 16 1 X
N16
Sem laser
Campo Neutroéfilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 87 85 1 3
2 68 83 X 2
3 57 45 1 X X
4 74 30 X X
5 63 18 3 3
6 58 16 X X
7 31 9 2 X
8 38 29 X X
9 22 12 X 1
10 73 15 3 X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 6 3 X 2
2 16 5 X X
3 28 2 1 2
4 42 11 1 1
5 43 9 X 2
6 46 7 3 1 X
7 39 1 2 4
8 58 4 X X
9 55 3 X 2
10 38 2 X 5
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 77 16 8 1
2 48 10 1 4
3 57 9 4 1
4 58 11 1 6 3
5 73 13 1 7 3
6 44 9 4 2
7 47 8 8 2
8 3 4 3 X
9 84 2 3 6
10 112 3 1 5 8
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N17
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 39 12 1 X
2 54 19 2 X
3 99 28 2 2 X
4 28 8 X 1
5 77 5 4 1
6 56 7 4 2
7 38 7 4 X
8 99 8 2 3
9 30 6 5 2
10 37 18 3 5
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 60 4 1 2
2 53 15 1 3 1
3 49 13 1 1
4 34 8 1 1 3
5 36 15 1 1 X X
6 27 6 1 2
7 79 7 X 2
8 19 6 2 1
9 24 15 1 4
10 56 20 4 2
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 17 3 2 1
2 19 4 1 1
3 32 10 X X
4 20 6 2 X
5 13 8 2 1 X
6 35 2 1 2 2
7 60 12 1 2 X
8 103 9 2 1
9 143 3 1 3 1
10 123 6 3 2 1
N18
Sem laser
Campo Neutroéfilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 67 3 X X
2 99 7 2 X
3 107 8 X X
4 99 6 X X
5 3 6 7 X
6 7 1
7 9 X
8 14 2
9 12 X
10 18 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 5 11 1 2 X X
2 10 13 2 1 3
3 10 14 1 X
4 13 17 X X
5 12 10 2 2
6 7 1 2 X X
7 9 3 X X X
8 6 5 3 1 X 2
9 7 10 2 1
10 1 2 2 2
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 117 1 3 1
2 90 7 2 4 X
3 129 9 3 3 1
4 115 5 2 1
5 89 14 2 4 3
6 155 7 3 1
7 129 5 4 1
8 164 5 1 5 X
9 36 4 3 1
10 129 5 2 X
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N19
Sem laser
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 59 17 2 3 X
2 61 14 1 X
3 77 11 2 3 X
4 83 10 1 3 1
5 110 21 2 2 X
6 76 12 1 4 2
7 74 17 1 1
8 19 19 2 X
9 79 9 4 4
10 82 7 3 X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 89 2 2 3
2 55 9 5 X
3 60 3 3 1
4 87 6 X X
5 44 10 X 1
6 84 3 4 X
7 24 5 3 X
8 59 4 6 6
9 65 2 5 1
10 74 6 3 X
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 8 4 1 2 X
2 17 9 1 X
3 23 3 5 1
4 17 6 2 1
5 19 10 3 1
6 35 3 1 1 X
7 41 5 2 X
8 26 4 1 3
9 19 2 1 3
10 15 6 2 X X
N20
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 X X 5 4
2 4 2 1 3 2
3 9 1 X 1
4 8 1 X 2
5 9 1 2 1
6 8 X 2 3
7 3 1 1 5
8 X 2 6 1
9 X X 3 4
10 X X 1 7
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 22 15 11 14
2 27 X 4 4
3 7 X 3 1
4 4 1 6 2
5 8 2 1 3
6 15 4 7 2
7 7 X 4 3
8 6 X 6 4
9 2 X 1 1
10 7 4 X X
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 28 2 6 2 1
2 33 X 4 1 1
3 38 X 4 1 4 1
4 26 3 5 1 5 1
5 29 23 2 4 5
6 35 9 1 1 6 1
7 46 4 1 2 2
8 4 7 2 1 2
9 3 X 3 1 1
10 9 X 1 X 7
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N21
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 75 X 2 2 10
2 59 3 4 1
3 78 4 3 1
4 79 6 6 X
5 63 X 1 7 1
6 94 X 7 8 1
7 122 1 3 9 1
8 98 1 7 2
9 119 1 7 X
10 94 1 2 X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 13 3 4 2
2 41 6 2 1 6 1
3 19 6 1 X 1
4 7 9 2 1 2
5 18 4 6 1
6 1 5 3 1
7 6 1 3 10
8 X 5 5 4
9 44 5 1 5 1
10 31 X 1 1 6
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 11 X 3 7
2 8 X 5 9
3 15 3 10 X
4 14 1 9 3
5 7 2 7 5
6 5 3 X 6
7 15 X 2 3
8 18 X 2 1
9 8 5 2 3
10 A 2 2 1
N22
Sem laser
| Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Mongcito/Macréfago |
Antes Depois Antes Depois | Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 144 29 1 3 3
2 60 45 1 4
3 43 13 1 X
4 64 14 4 X 2
5 76 41 2 X 1
6 73 10 1 1
7 104 29 3 X X
8 87 33 3 1
9 84 29 5 1
10 89 21 1 1
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutroéfilo Eosinéfilo Basoéfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 102 25 3 1 3 1
2 128 49 6 1 3 X
3 111 52 2 2 3 2
4 161 64 1 4 4
5 158 55 3 4 2
6 167 120 5 5 2 4
7 182 90 3 2 3 1
8 144 28 1 4 2
9 142 43 1 2 4
10 97 51 2 3
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 139 4 4 1 7 4
2 96 X 2 5 3
3 149 X 2 4 2
4 116 X 2 3 3
5 89 X X 2 1
6 150 X 3 4 2
7 108 X 1 3 2 X
8 93 3 2 2 6
9 123 6 3 1 X
10 144 3 1 1 3 X
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N23
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 63 48 1 X
2 48 28 1 X X
3 79 42 3 X
4 62 75 1 1 2 X
5 75 71 1 X X
6 67 4 1 1 2 X
7 58 37 X 1
8 67 3 2 X
9 97 8 X 1
10 48 58 2 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 54 X 1 2 1
2 35 X 1 4
3 98 X 1 1 6 5
4 36 X 2 3 2
5 X X 5 2
6 X X 6 1
7 X X 9 3
8 6 8 3 1
9 13 6 3 X
10 25 9 2 X 2
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 21 6 6 15
2 18 X 3 3
3 19 X 1 1 5
4 72 X 3 2 4 2
5 59 X 6 9
6 25 X 3 3
7 22 X 5 8
8 71 X 5 5
9 33 12 3 6 1
10 53 3 2 4
N24
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 49 2 2 2
2 9 6 2 2 2 X
3 13 1 1 1 3
4 7 X X 2
5 12 3 2 1
6 11 X X 1
1 9 5 X 2
8 18 3 X 4
9 10 X 1 2 X
10 8 X 1 X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 48 3 3 1
2 36 1 X 3
3 23 X 1 X 1
4 27 1 1 3 3 X
5 28 4 2 2
6 30 X 2 3 5 X
7 27 2 1 X
8 32 1 1 3 1
9 8 2 1 1 X
10 9 X 2 8
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 3 1 1 1
2 X 1 4 X
3 X X 5 1
4 2 2 X 2
5 3 1 1 X
6 14 1 2 X
7 47 X 5 X
8 7 X 2 X X
9 1 X X X
10 4 X 1 1 X
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N25
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 53 35 4 X 5
2 46 26 2 X 3
3 51 24 1 1
4 64 36 1 2 1
5 77 40 3 2 1
6 90 36 1 X 2
7 86 43 3 X 2
8 158 49 2 2 4 2
9 116 31 6 2
10 47 14 3 1
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 51 5 1 2 2 11
2 58 3 1 2 4
3 66 5 2 2 1 3
4 64 10 2 3 4 3
5 78 5 2 1 5 X
6 46 3 2 1 3 1
7 75 5 3 1 2 5
8 68 2 3 1 6 X
9 60 3 1 2 2 X
10 67 7 2 4 3
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 82 7 1 2 X
2 60 5 4 X
3 59 8 2 3 X
4 57 9 2 X
5 55 25 1 X
6 34 5 1 1 2
7 28 13 X X
8 44 5 1 1 2
9 29 8 X X
10 26 7 2 X
N26
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 70 86 X 3
2 53 19 1 3
3 59 16 1 X 2
4 67 14 1 2 X
5 75 15 1 1 1
6 62 9 X 1
7 70 2 X 1
8 54 2 1 X 2
9 66 16 1 X X
10 68 3 2 X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 86 2 2 X 3
2 35 4 1 1 3
3 32 5 X 2
4 22 X 2 X
5 16 3 1 1
6 4 9 X 1
7 2 7 2 X 1
8 4 X 2 X 2
9 44 5 X X
10 7 X 1 2 X
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutrofilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 18 11 1 2 2
2 8 7 X X
3 9 39 2 2
4 13 35 1 3
5 8 18 X 1
6 10 5 X 1
7 1 1 1 1
8 3 1 1 2
9 4 4 X X
10 X 1 X X
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N27
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 2 4 1 X
2 3 5 1 1 1
3 12 X 1 3 1
4 18 1 X 1
5 29 3 1 X 1
6 11 10 X 1
7 40 12 1 1
8 30 3 X 1
9 X 26 5 X
10 19 13 1 2 1
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 42 X 2 5
2 61 6 2 X
3 122 2 3 3 3 X
4 78 3 3 X
5 72 3 1 2 1
6 108 4 3 2 1
7 98 X 3 X 6
8 68 8 2 1 1 1
9 66 8 1 4 X
10 148 6 2 3 X
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutroéfilo Eosinéfilo Basoéfilo linfocito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 73 14 1 1 1 X
2 55 11 1 X X
3 92 15 2 X
4 96 9 3 1 1 X
5 56 8 1 X X
6 59 9 1 X 1
7 77 11 2 1
8 29 12 X X
9 45 5 X 2
10 16 8 1 1 1 1
N28
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 12 8 X 10
2 2 6 4 1
3 X 9 2 7
4 6 8 3 1
5 14 14 2 X
6 X 7 7 2
7 11 8 1 1
8 10 11 2 3
9 18 8 3 X
10 3 A 2 1 2
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutroéfilo Eosinéfilo Basoéfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 30 X 1 1
2 33 X 2 2 1
3 40 13 3 1
4 9 23 1 1 4
5 28 21 3 1
6 42 24 2 X
7 19 26 1 3
8 42 13 2 2 3
9 36 8 2 2
10 6 14 1 11
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 15 29 3 14
2 9 44 X 19
3 6 45 1 12
4 35 40 2 13
5 59 X 4 5
6 64 X 1 2
7 61 3 1 1
8 7 4 X X
9 19 3 2 2
10 49 10 1 3
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N29
Sem laser
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linf6cito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 38 X X 6
2 19 5 X X
3 67 7 X 1
4 59 3 X X
5 55 2 X X
6 44 3 1 X X
7 46 9 X 1
8 58 X 1 1 X
9 26 X 2 X
10 25 X 3 X
Laser Infravermelho 780nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 148 4 3 X 1
2 99 7 2 1 X
3 53 5 X X
4 139 5 2 2 X
5 105 3 2 1 1 2 X
6 43 4 1 X X
7 45 4 1 2 X 1
8 126 2 2 2 1
9 172 3 4 5 2 1
10 85 5 1 1
Laser Vermelho 680nm
Campo Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo linfécito Monécito/Macréfago
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
1 18 28 2 X 1
2 22 38 3 X 2
3 25 26 6 2 X
4 27 16 1 X
5 20 58 2 X
6 28 9 2 2 X
7 22 9 X 1
8 21 10 1 2 1
9 24 11 2 1
10 19 3 1 1 2
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APENDICE

A-1 Do Laser

A palavra laser ¢ uma abreviacdo de “light amplification by stimulated emission of radiation”,

que significa amplificacdo da luz por emissao estimulada de radiacdo, RUIZ (2006).

Ainda RUIZ (2006) comenta que para entendermos a emissdao estimulada, ¢ necessario que se
compreenda a natureza quantica ou descontinua dos estados energéticos dos constituintes
microscopicos de sistemas fisicos (tais como: nucleos, atomos, moléculas, redes cristalinas,etc.).
Um 4atomo possui seus elétrons distribuidos em diferentes niveis energéticos, definidos pela
quantizagdo de suas variaveis de movimento, e esses se comportam dando saltos de niveis de
acordo com trocas energéticas, absorvendo ou emitindo quantidades de energia ressonantes

compativeis com cada mudanca de estado ou configuragdo do elétron.

Este atomo em estado fundamental, ou seja, em seu estado de menor energia, pode receber uma
certa quantidade de energia ressonante ¢ uma vez absorvida, um elétron deste atomo salta para
uma configuragao mais energética, tornando esse atomo dito, excitado. Como ha sempre uma
tendéncia a um retorno desse elétron a seu estado fundamental, essa diferenca energética entre

estados ¢ liberada em forma de fotons que sdo pequenos pacotes de energia eletromagnética

(luz).

Em 1917, Einstein descreveu a emissdo estimulada de forma tedrica definindo que sob certas
condi¢des, um atomo pode estar excitado e ser estimulado a emitir um féton, provocado ou
induzido por um foton externo, de mesma energia. Em outras palavras, o foton indutor possui a
mesma freqiiéncia e comprimento de onda que o foton cuja emissdo ele vai induzir. Esse ¢ um
exemplo de emissdao estimulada. Em geral, os materiais absorvem mais os fotons incidentes do

que sdo estimulados a emitir fétons adicionais ressonantes, MAILLET (1987).

Em 1950, A . Krastler e Brossel aperfeicoaram o bombeamento 6ptico, que nada mais ¢ do que a
forma de fornecimento de energia externa adequada para um determinado material, promovendo
desta maneira a excitagdo do mesmo, o que ird resultar na produgdo de fotons, MAILLET
(1987). Um estado de inversdo de populagdo pode ser obtido por um curto intervalo de tempo
devido a esse bombeamento, o que pode ser aproveitado para se obter mais emissdo estimulada

do que absor¢do, pelo material, levando ao efeito de amplificagdo da luz.
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Ainda MAILLET (1987), relata que a amplificagdo de ondas ultracurtas (maser- Microwave
amplification by stimulated emission of radiation) proposta por Townes em 1951, foi mais um
passo para que em 1958 Schalow e o proprio C.H.Townes publicassem um artigo pioneiro de
grande valia sobre laser, o que culminou na constru¢do do primeiro laser de rubi por Theodore
Maiman, fisico da Hughes Research Laboratories em Malibu,Califérnia, em Julho de 1960 ,
segundo MARSHALL (1972), BUTLER (1980), KOMPA ¢ WARNNER (1984), HECHT
(1986), SHIMODA (1986) e SAFFORD (1988).

Os elementos fundamentais constituintes de um laser simultaneamente necessarios sdo: meio

ativo; bombeamento e camara de ressonancia ou ressonador; FIG39.
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FIGURA 39 - Desenho esquematico de um laser constando todos os seus componentes, (BOULNOIS,1987).

O meio ativo de um laser ¢ constituido pelo material que vai ser excitado, podendo ser solido,
liquido ou mesmo gasoso e ¢ responsavel pela definicdo do comprimento de onda e pelo nome
do determinado tipo de laser. O comprimento de onda de um laser é extremamente importante,
pois € ele que define a profundidade de penetracao do feixe laser no tecido alvo. Diferentes
comprimentos de onda apresentam diferentes coeficientes de absor¢do para um mesmo tecido,

ALMEIDA-LOPES (1999) e SOUSA(2001).

As principais formas de bombeamento utilizadas sdo: 6ptica (muito utilizada para lasers sélidos),
por descarga elétrica (mais utilizada em lasers gasosos e semicondutores), térmica e quimica ,

embora existam outras formas de bombeamento, BOULNOIS (1987).
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O mecanismo de funcionamento de um laser se resume em excitar (pelo tipo de bombeamento
externo) um meio ativo que estd em repouso dentro de um ressonador ou cavidade ressonante. O
ressonador ¢ constituido em geral, por um espelho totalmente refletor em um dos lados e na
outra extremidade, por um espelho parcialmente refletor, que sdo responsaveis pela reincidéncia
de fotons ja formados sobre o meio ativo, resultando no fendmeno definido como emissao
estimulada, promovendo amplificacdo dos feixes. Essa camara ¢ responsavel pela saida de um
feixe altamente colimado em uma das extremidades, constituido de fotons idénticos definidos

como feixe laser.

As propriedades fisicas da luz laser sdo: monocromaticidade, coeréncia e direcionalidade,

MYRING e KIMMITT (1984), TAYLOR e FRENCH (1987) e SVELTO, (1989) FIG 40.

A monocromaticidade ¢ a propriedade fisica que representa a pureza da luz, justificada pelo
feixe de laser ser composto por apenas um uUnico comprimento de onda, de forma que se
atravessarmos essa luz por um prisma ela saird do outro lado da mesma forma como incidiu. Os
lasers utilizados nas areas biomédicas possuem comprimentos de onda situados no espectro
eletromagnético variando entre a faixa do ultravioleta passando pelo visivel e chegando até o

infravermelho SVELTO (1989).

A coeréncia ¢ a propriedade representada pelo alinhamento das ondas luminosas com mesma
freqiiéncia, com caracteristicas de possuir coincidéncias de cristas e vales destas mesmas ondas
luminosas que compdem o feixe permitindo que caminhe de forma paralela e ordenada no tempo

e espaco TAYLOR e FRENCH (1987)FIG 42,CECCHINI (1995).

Luz monocromatica coerente Luz menocrematica incoerente Luz mao menecromsdtica incoerentes

LASER

FIGURA .40 - Composi¢ao da luz: monocromaticidade e coeréncia, TAYLOR ¢ FRENCH (1987) reproduzido por
SILVEIRA (2001).
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A direcionalidade ¢ definida pela capacidade que essa luz possui de se propagar em uma unica

dire¢do.

Quando a luz laser incide em um tecido bioldgico , uma parte da luz ¢ refletida e o
remanescente ¢ transmitido, espalhado e absorvido por algum cromo6foro absorvedor. Absorcao,
reflexdo, transmissdo e espalhamento sdo mecanismos resultantes da interacdo da luz com a

matéria, ZEZELL(1999).

INCROPERA ¢ DEWITT (2003) definem a absor¢do como sendo um processo de conversao da
irradiacdo interceptada pelo meio em energia térmica; a reflexdo como redirecionamento da
radiagdo incidente na superficie podendo ser especular e difusa e a transmissdo como processo

de radiagdo térmica passando através de um meio.

Depois de idealizada a teoria da emissdo estimulada por Albert Einstein em 1917 que seria
utilizada na constru¢do do primeiro laser por Theodore Maiman em 1960, Goldman em 1961
fundou o laboratdrio de laser em Cincinnati, onde as primeiras experiéncias em animais foram
realizadas, GOLDMAN (1990). A partir dai, diversos tipos de lasers foram construidos e hoje
sao classificados em dois grandes grupos: lasers de baixa intensidade e lasers de alta intensidade
diferenciando-se basicamente no modo de atuacdo e quais efeitos podem resultar nos materiais

ou tecidos.

Os lasers de alta intensidade também conhecidos como Power Laser ou laser cirtrgico (HILT —
High intensity laser treatement), podem ser usados para coagulacdo, corte, vaporizacao e
carbonizagdo de acordo principalmente, com o efeito térmico promovido apds a absor¢ao do

feixe pela matéria.

Os lasers de baixa intensidade, também conhecidos como Soft Lasers ou lasers terapéuticos
(LLLT- Low level laser therapy or LILT — Low intensity laser therapy) sdo utilizados levando a
uma interacdo que exclui a possibilidade de manifestacdo dos efeitos térmicos mensuraveis
clinicamente sobre os tecidos, CRUANES (1984) e TRELLES (1990), resultando basicamente

em efeitos fotoquimicos e fotofisicos.

Dentre os tipos de lasers de baixa intensidade mais utilizados estdo os lasers de meio ativo solido
de diodo semicondutor (AsGa e AsGaAl) desenho esquematico na FIG 41; e os lasers de meio

ativo gasoso ( He-Ne).

Esses diodos sdo pequenos cristais, definidos como tipo P e N (FIG 41). Pequenos cristais tipo P
(positivo) sao compostos de mesmo material, mas dopado de um componente que, apesar de nao
tirar a sua estabilidade, cria uma série de auséncias de elétrons definida como lacunas e se

encontra na ordem de 10'®, enquanto que no cristal tipo N (negativo) a dopagem permite que
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fiquem livres elétrons na ordem de 10" que podem ser deslocados, MUNCHERYAN (1983) .Os
dois cristais tipo P ¢ N sdo posicionados, alinhados por um espago muito pequeno denominado
juncao P e N. Quando se passa uma corrente elétrica neste componente P e N, elétrons livres
transitam do cristal negativo para o positivo, ocupando temporariamente as lacunas , emitindo

fotons a cada vez que cruzam a jungao P-N.

T

| §| JUNCAOP-N

CRISTAL POLIDO

# [anas |

RADIACAO LASER

FIGURA 41 - Desenho esquematico de um Cristal laser semicondutor de diodo GaAs, CRUANES (1984), colorido
por Silveira 2001.
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A-2 Da Termocamera

Os equipamentos de imageamento termal infravermelho geram imagens que sdo o0s
termogramas. Para a andlise dos termogramas ¢ necessario ter conhecimentos basicos e
fundamentais de temperatura, transferéncia de calor e do sistema de imageamento termal

infravermelho (programa de obten¢do e tratamento da imagem térmica),CORTIZO(2007).

Os sistemas infravermelhos tem por objetivo transformar a radiagdo infravermelha captada em
informagao térmica. Diversos tipos de sistemas foram desenvolvidos diferindo entre si, na forma
de realizar a varredura da cena, no tipo de detector utilizado e na apresentacdo da informacao.

Esses sistemas podem ser radiometros ou termovisores, VELOSO(2008).

Os termovisores sdo sistemas imageadores dotados de recursos para a analise e medicao de
distribuicdes térmicas e sdo compostos, em geral, de uma unidade de cdmera e de uma unidade

de video (display).

A termocamera ¢ uma videocamera, sensivel a radiacdo infravermelha, capaz de ler a distancia e
de converté-la em um sinal eletronico, que posteriormente ¢ elaborado sendo capaz de adquirir
imagens e transferi-las de volta para ser impressa em termografia, produzir imagens de video e

realizar célculos de temperatura.

O calor capturado por uma termocamera pode ser quantificado com extrema precisdo permitindo
ao usuario o monitoramento da performance térmica e a0 mesmo tempo identificar e quantificar
a importancia de problemas de natureza térmica. A técnica de medi¢ao de temperatura utilizada

¢ sem contato.

As termocameras podem ser divididas em dois tipos: de observacdo (operagdes em escuriddo
absoluta e condi¢cdes ambientais adversas, menos definicdlo de imagem) e de

medicdo, TAVARES (2006).

Capturando a radiagdo de superficie, sdo adquiridos os mapas de temperatura das areas
superficiais expostas (Termogramas) e ¢ uma técnica freqiientemente utilizada em dareas
cientificas e também no exército. As termocameras sdo divididas entre radiométrica e nao
radiométrica. A primeira imagem permite medir o valor absoluto de temperatura em todo ponto.
Na realidade, a imagem em uma matriz de um certo nimero de pixel ¢ construida para um certo
nimero de linhas. A eletronica produz uma imagem em preto e branco ou em proje¢des de cores

do objeto observado.
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A escala monocromatica de GREY vai do preto ao branco através de suaves variagcdes de
tonalidades de cinza e um tipo de escala policromatica que vai do preto ao branco através de
suaves variagoes de tonalidades de cores (violeta, azul, rosa, vermelho, laranja e amarelo)¢ a
escala de IRON, VELOSO (2008). O mesmo autor relata ainda que o imageamento térmico ¢ a
forma de apresentag¢do da informagdo térmica que permite a observacgao direta da distribuicdo de

calor nos corpos estudados.

Entre as caracteristicas que distinguem as Termocameras estdo o campo fantasmagorico, tipo de

sensor, resolucdo geométrica, sensibilidade e freqiiéncia.

O Campo fantasmagoérico relaciona o comprimento de onda com tipos de objetos a serem
observados, podendo ser classificado em: VIR- Infravermelhos préoximos ao visivel (ndo
termométrico, usado para fotografia infravermelha e refletografia); SW- Infravermelho distante
de onda longa (medidas de temperaturas elevadas, usadas para monitorar combustdo de fornos);
MW- Infravermelho médio (comparagdo de outras freqiiéncias para identificacdo dos objetos,
usado em interpretagdo de imagens de satélites); LW- Infravermelho distante (medidas das
variagdes de temperaturas ambientais, utilizadas em todas as aplicagdes terrestres); XLW-
Infravermelho para microondas (temperaturas inferiores 250°K, usado para observagdes

astrondmicas).

Tipo de sensor: influencia diretamente em todas as caracteristicas da termocamera. Para
aplicagdes comuns ¢ atualmente usado um sensor tipo matriz microbolométrico claro embora
existam sensores com maiores desempenhos de separagdo da matriz (esquadrinhamento

mecanico) ou para matriz de pontos.

Resolucio geométrica: como para as cameras fotograficas digitais, a resolucdo geométrica da
termocamera influencia na qualidade da imagem e quantidade de informacdo adquirida. De
acordo com as caracteristicas podemos relacionar as indicagdes com as seguintes resolugoes: 4x4
Pixels - proprio para substituir um pirometro otico; 120x140 a 160x160 pixels - proprio para
medidas indicativas de manutencao preditiva ; 240x240 a 324x324 pixels - para manutengdo e a

maior parte das aplicagdes e de 500x500 ou superior quando hé necessidade de resolugdo alta.

Sensibilidade: habilidade para distinguir menores diferencas de temperatura entre 2 pontos

adjacentes, diretamente influenciadas pela cadeia de sensor de medida eletronica de controle.

Freqiiéncia: aquisi¢ao de operagdo da aplicacdo, responsavel pelas diferentes caracteristicas das
termocameras: 1) inferior a 20Htz - capaz de analisar fendmenos estaticos; 2) 20 Hz a 60 Hz -
analise de sumadrio e eventos rapidos; 3) 60Hz a 2kHz - termocamera para analise particular

como lockin, estruturas de analise; (http://it.wikipedia.org/wiki/Termocamera) 2007.
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Algumas termocameras incorporam muitas funcdes para facilitar o uso da ferramenta em
ambientes industriais e civis, com possibilidade de memorizar comentarios de texto, comentarios

vocais e fotografias na faixa do visivel, FIG 42.

FIGURA 42 — Alguns modelos de termocameras.

Depois de capturada a imagem, ela ¢ tratada por um programa de computador e interpretada de
forma a identificar as mudancas de tonalidades da imagem, FIG 43. As diferencas de tonalidades

acusam a varia¢ao de temperatura.

P
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FIGURA 43 - Desenho esquematico do funcionamento de captura e transporte da imagem ao computador.

Considerando-se toda revisao de literatura realizada, para o experimento, utilizou-se a técnica de
coleta do fluido através: da fita plastica (para realizagdo de esfregago com objetivo de verificar a
composi¢do celular); do papel absorvente (para coleta ¢ medicdo de volume de fluido com
auxilio do Periotron); oriundo de tecidos gengivais que foram submetidos a irradiacao laser de
baixa intensidade com dois comprimentos de onda diferentes (vermelho e infravermelho).
Finalmente a termografia foi utilizada para realizar a medicdo de temperatura dos tecidos
gengivais, pois nesse caso ndo encontramos trabalhos que utilizassem termografia nesses

tecidos.
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