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RESUMO

Nogueira LM: Analise histométrica do Processo de Reparo de reimplante dentario
imediato submetido a Terapia com Laser de Baixa Intensidade. Estudo em ratos.
[Tese] Aragatuba: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP; 2015.

Para averiguar a influéncia da terapia com laser de baixa intensidade (LLLT) no
processo de reparo em reimplante dentario, 90 ratos divididos em 3 grupos de 30
animais tiveram o incisivo superior direito extraido. No grupo C o incisivo foi
reimplantado sem intervencao adicional. Nos grupos L1 e L2, os dentes foram
irradiados com laser diodo antes, no interior do alvéolo, e logo apés o reimplante,
na parte externa do alvéolo. Essa dose foi repetida as 24, 48 e 72 horas pos-
operatorias no grupo L1 e as 48, 96 e 144 horas no grupo L2. Apds periodos de 7,
14 e 30 dias, os animais foram sacrificados para analise histolégica em
hematoxilina e eosina e Picrosirius Red. Observamos valores menores de
inflamacédo no ligamento periodontal no grupo L1 (p<0,05) aos 7 dias. Maior
extensdo de ligamento periodontal reinserido, nos grupos L1 e L2, aos 7 e 14
dias. Maior extensao de tecido pulpar normal foi encontrada nos grupos L1 e L2
no periodo de 14 dias. Maior comprometimento pela reabsor¢cado radicular foi
observado no grupo C aos 30 dias. Pode-se concluir que a terapia com LLLT
influiu positivamente no reparo do ligamento periodontal e tecido pulpar do dente

reimplantado.

Palavras-chaves: Laser; polpa dentaria; reimplante dentario; ligamento

periodontal.



ABSTRACT

Nogueira LM: Histommetric analyisis of tooth immediate replantation repair
process submitted to Low Level Laser Therapy. Study in rats. [Thesis] Aragatuba —
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP; 2015.

To investigate the influence of low intensity laser therapy (LLLT) in the repair
process of dental reimplantation, 90 mice divided into 3 groups of 30 animals had
the right upper incisor extracted. In group C the incisive was reimplanted without
further intervention. In the groups L1 and L2, the teeth were irradiated with diode
laser before, inside the socket, and after reimplantation, outside of the socket. This
dose was repeated 24, 48 and 72 hours after surgery, the group L1 and 48, 96
and 144 hours in the L2 group. After periods of 7, 14 and 30 days, the animals
were sacrificed for histological examination with hematoxylin and eosin and
Picrosirius Red. We observed smaller values of inflammation in the periodontal
ligament in the L1 group (p <0.05) at 7 days. Increased length of periodontal
ligament reinserted in the L1 and L2 groups at 7 and 14 days. Greater extent
normal pulp tissue was found in the groups L1 and L2 within 14 days. Greater
commitment by root resorption was observed in group C at 30 days. It can be
concluded that LLLT therapy had a positive influence on the repair of the

periodontal ligament and the pulp tissue reimplanted tooth.

Key-words: Lasers; dental pulp; tooth replantation; periodontal ligament.
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INTRODUCAO

Acidentes envolvendo dentes vao desde pequenas fraturas dentéarias até o
deslocamento total do dente para fora do seu alvéolo [1], causando rompimento
das fibras do ligamento periodontal e do feixe vasculo-nervoso, por isso € comum
observar nestes casos danos ao ligamento periodontal e necrose pulpar. Em
adicao, devido ao esmagamento do dente em diregdo ao alvéolo, injurias em

pequenas areas do cemento ocorrem [2].

Enquanto fora do alvéolo, o tecido pulpar € extremamente suscetivel a
contaminagao bacteriana. Se a revascularizagao pulpar ndo ocorrer ou nao for
realizado um tratamento endoddntico eficiente, a camara pulpar ir3,
inevitavelmente, infectar [2]. A combinacdo de bactéria no canal radicular e o
dano ao cemento na superficie externa radicular resultam em uma reabsorgéo

inflamatdria externa, que pode levar a uma rapida perda do elemento dentario [3].

Quando um tecido é lacerado devido a um trauma, uma sequéncia de
eventos acontece para reparar tal tecido. Embora o processo de reparo seja
basicamente 0 mesmo em qualquer parte do corpo, ele pode variar em alguns
aspectos dependendo dos tecidos envolvidos. Traumatismos dentarios sao lesdes
particularmente complexas devido a multiplicidade de tecidos e estruturas que

podem ser afetadas [4, 5].

Reimplantar o dente é o tratamento de escolha [1, 4], seguido de
acompanhemento para se observar a ocorréncia de revascularizagédo pulpar nos
casos de rizogénese incompleta ou realizar o tratamento endodéntico em dentes
com rizogénese completa, para que a manutencdo do dente natural possa ser
atingida [2, 5]. O progndstico de um dente reimplantado depende das medidas

tomadas no local do acidente ou do periodo imediatamente apds a avulsédo. [1]
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O progndstico da maioria dos dentes reimplantados € duvidoso devido a
reabsorcao radicular externa [2, 6]. Assim, varias estratégias tem buscado a
melhora desse progndstico por meio de novas formas de favorecer o reparo do

ligamento periodontal [5, 7-9].

O objetivo do processo de reparo apds um trauma € reestabelecer a
continuidade entre as margens e reestabelecer a fungédo do tecido [5]. Pesquisas
no campo da saude mostram que efeitos terapéuticos podem ser obtidos com
Laser de baixa frequéncia (Low-Level Laser Therapy — LLLT), como um processo
de reparo mais rapido, reparo 6sseo, controle da inflamacéao e alivio da dor pela
indugcdo de reagdes biomecanicas, sem a producdo de efeitos térmicos

significantes [10, 11].

A aplicacao de LLLT na medicina foi introduzida na década de 1970 e 1980.
Desde entdo, consideraveis trabalhos cientificos, incluindo o uso de culturas de
células, modelos animais e estudos clinicos, foram realizados para avaliar os seus
efeitos potencialmente benéficos. A aplicagdo de LLLT tornou-se popular em uma
variedade de aplicagdes clinicas, incluindo o reparo de feridas e redugao da dor

[10].

LLLT nao envolve interacdo térmica. Ao invés disso, a energia dos fétons
causa efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos nas células e tecidos.
Estudos demonstram que os efeitos dos Lasers de baixa frequéncia nos tecidos
biolégicos sdo processados de diversas maneiras, através da atividade mitotica
de inducédo de células epiteliais, modificacido da densidade capilar, estimulagao da
microcirculacao local e aumento da sintese colagena tanto in vitro quanto in vivo

[12-15],
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Os poucos estudos sobre o uso do LLLT em reimplante dentario,
apresentam diferentes resultados. Para Saito et al. [16] o uso do LLLT néo
proporcionou diferengas nos casos de reimplante dentario imediato e tardio
quanto a ocorréncia de reabsorgao radicular e reparo do ligamento periodontal.
Em outros estudos, é descrito uma redugcao nos indices de reabsorcéo radicular
[17, 18], e nas areas com necrose e inflamagao do tecido pulpar [17], no entanto
sem analisar o reparo do ligamento periodontal. Essas evidéncias demonstram
que ainda existem duvidas sobre o reparo de um dente reimplantado submetido a

terapia com laser.

Para Saito et al. [16] parametros como comprimento de onda, potencia de
saida, forma e numero de aplicagdes, area irradiada, energia, tempo de irradiagcéo
e densidade de energia podem influir nos resultados. Assim, achamos oportuno o
desenvolvimento deste estudo, sobre os efeitos do laser no processo de reparo
do reimplante dentario em ratos. Aumentando o periodo de aplicagcdo e a
densidade de energia, este estudo se propds a analisar a ocorréncia de
reabsor¢cdo radicular, reparo do tecido pulpar e do ligamento periodontal,

elementos que influenciam diretamente no progndstico um dente reimplantado.
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PROPOSICAO

O propdsito deste estudo foi analisar a influéncia do laser de baixa poténcia
no processo de reparo do reimplante imediato de incisivo superior de ratos.
Verificar se o seu uso do laser antes e apds o reimplante, com diferentes
intervalos de aplicagdo, além de uma densidade de energia maior a encontrada

na literatura, pode influir no reparo do ligamento periodontal e do tecido pulpar.
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MATERIAIS E METODOS

Previamente a sua realizagdo a metodologia foi submetida e aprovada pelo
Comité de Etica no Uso Animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP (Protocolo 00250-2012) (Anexo ).

Para a realizacéo deste trabalho foi utilizado o incisivo superior direito de 90
ratos (Rattus albinus, Wistar) machos com peso corporal entre 200 e 300 gramas,
adquiridos e mantidos no biotério da faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP. Os animais foram divididos em 3 grupos com 30 animais cada, sendo
que no Grupo C (controle) nao foi empregada a terapia com Laser. Nos Grupos
L1 e L2 a terapia com Laser foi empregada em intervalos diferentes.

Antes e apds o procedimento cirurgico os animais receberam ragao solida
(Ragao Ativada Produtor-Anderson & Clayton S. A.) e agua ad libitum. Nos
periodos de jejum (14-16 horas) que antecederam o procedimento cirurgico, os
animais foram mantidos apenas com agua.

- Procedimento cirargico

Para o procedimento cirargico nos animais, foi administrado por via
intramuscular Cloridrato de Xilazina (Coopazine — Coopers Brasil Ltda, Cotia, SP,
Brasil) e Cloridrato de Cetamina (Vetaset - Fort Dodge, Sao Paulo, SP, Brasil) nas
dosagens de 10mg e 70mg para cada Kg de peso corporal, respectivamente, para
a obtengao do efeito anestésico. Uma vez imobilizado o animal, foi realizada a
anti-sepsia da porcao anterior da maxila com PVPI (Riodeine — Ind. Farmac
Rioquimica Ltda), sindesmotomia, luxacédo e extracdo do incisivo superior direito
com auxilio de instrumental especialmente adaptado (Fig. 1 e 2). Os dentes
extraidos foram entdo reimplantados em seus alvéolos de origem, realizando-se
previamente a irrigacao desses alvéolos com soro fisiologico (Ariston Industria

Quimica e Farmacéutica LTDA, Sao Paulo, Brasil).
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No grupo C foi realizado o reimplante imediato sem qualquer intervencéo
adicional. No grupo L1, antes do reimplante, o interior do alvéolo foi irradiado com
laser de diodo de baixa intensidade. Essa irradiagdo foi repetida nos periodos
pos-operatorios de 24, 48 e 72 horas. No grupo L2, os mesmos procedimentos
foram realizados sendo os periodos de irradiacdo aos 48, 96 e 144 horas pds-
operatorios. Para a irradiagdo com o laser nos periodos pdés-operatérios foi
administrado por via intramuscular Cloridrato de Ketamina (Coopazine — Coopers
Ltda, Cotia, SP, Brazil) na dosagem de 70mg por Kg de peso corporal, para
imobilizagdo do animal.

O laser de baixa poténcia empregado foi o de Galio-Aluminio-Arsénio
(GaAlAs) com comprimento de onda de 830 nm e area de spot de 0,028 cm?
(TheraLaser® - DMC Equipamentos Ltda, Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil), com
poténcia de saida de 40 mW e intensidade de poténcia de 1,42 W/cm?. A
irradiacéo dos tecidos foi realizada de forma pontual com a fibra posicionada na
entrada do alvéolo (1/3 cervical), quando irradiado antes do reimplante, e
perpendicularmente e em contato a superficie da mucosa oral, quando irradiada
apdés o reimplante, ao longo do comprimento da parede alveolar distal em 2
pontos (terco médio e apical, este situado préximo ao primeiro molar superior),
durante 99 segundos/ponto, com energia pontual de 3,98 J e densidade
energética de 140 J/cm? (Fig. 3).

Apods o reimplante, todos os animais receberam dose unica de 20.000 Ul de
penicilina G benzatina (Fontoura Weyth) por via intramuscular.

- Eutanésia e preparacdo das pecas para analise

Decorridos 7, 14 e 30 dias do ato operatério, os animais foram sacrificados

por meio da perfusdo transcardiaca. Para isso os animais foram novamente

anestesiados com solucdo de xilazina e ketamina, para obtencdo do acesso
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cirurgico ao coragao e artéria aorta. Foi realizada a inje¢ao intraventricular de
heparina (0,1 ml / 5.000 U.I/ml) e ap6és 10 segundos a perfusdo via aorta, com
solugdo salina a 0,9% (100ml), seguido de solugcdo fixadora (400 ml) de
paraformaldeido (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a 4% em tampao
fosfato de sodio (PB) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)a 0,1 M, pH 7,4 a
4°C. A maxila direita foi separada da esquerda na linha mediana com emprego de
lamina de bisturi n°® 15 (Embramac Exp e Imp.). Os espécimes assim obtidos
foram fixados em solugéo de formalina a 10% por 24 horas e descalcificados em
solugao de EDTA a 4,13% pH 7,0.

ApoOs a descalcificagdo as pecgas foram processadas e incluidas em parafina.
Nos blocos foram realizados cortes semi-seriados de 6 um de espessura, no
sentido longitudinal da raiz. Foram selecionadas 4 laminas para cada espécime
contendo quatro cortes cada, os quais foram corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina, para analise histolégica e morfométrica.
- Andlise Histoldgica

A analise histolégica foi realizada com auxilio de microscopio 6ptico (Axiolab
— Zeiss, Alemanha), como somente a face lingual da raiz possiu ligamento
periodontal, somente ela foi considerada. Foram analisadas as caracteristicas do
ligamento periodontal, polpa, osso alveolar, cemento e dentina, além da
ocorréncia de reabsorgao radicular ao longo de toda superficie radicular.
- Analise Histométrica

O corte longitudinal foi capturado por meio de uma camera Axio Cam MRc5
(Carl Zeiss do Brasil LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) acoplada a um
Estereomicroscéopio Stemi 2000C (carl Zeiss do Brasil LTDA, Rio de Janeiro,
Brasil) com um aumento de 1:25 que permitiu uma visdo panoramica do dente.

Essa imagem foi salva como figura no programa Axio Vision 4.5 (carl Zeiss do
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Brasil LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) e utilizada para a quantificagdo no programa
Image J (Wayne Rasband - Research Services Branch, National Institute of
Mental Health, Bethesda, Maryland).

Inicialmente foi mensurada a area total de dentina radicular e em seguida a
area de dentina radicular reabsorvida. O valor da area de dentina total e da area
de dentina reabsorvida foi submetido a uma regra de trés para quantificar a
porcentagem de raiz comprometida pela reabsor¢do. Para a identificacdo e
selecdo das areas de reabsorg¢ao, as imagens digitais obtidas foram comparadas
com os cortes histolégicos no microscopio.

Na analise da polpa, foi mensurada a area de toda extensdo do dente e
depois a extensdo do tecido pulpar em condicdo de integridade existente no
conduto radicular. A partir de uma regra de trés, foi obtido o percentual de tecido
pulpar de cada espécime. A partir destes valores foram calculadas as médias de
cada grupo e aplicado o teste estatistico.

As areas de ligamento periodontal, ligamento periodontal reinserido e as
areas hialinas foram mensuradas por meio do perimetro, sendo inicialmente
mensurado o perimetro total da raiz e depois o perimetro onde foram encontrados
os eventos histolégicos em analise. Da mesma forma que para a reabsorgao, a
porcentagem foi obtida por meio da regra de trés.

No ligamento periodontal, foram analisados a extens&o e a intensidade do
processo inflamatorio agudo. Para isso foram utilizados escores que variavam de
1 a 4, baseado no critério de Wolfson e Seltzer [19]. Assim, para a extensdo do
infiltrado de células inflamatérias:

1- Auséncia ou presenca ocasional de células inflamatérias;
2- Processo inflamatdrio presente apenas no ligamento periodontal apical ou

coronario ou pequena area lateral,
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3- Processo inflamatério atingindo mais que a metade do ligamento
periodontal lateral da raiz do dente;
4- Processo inflamatdrio em todo ligamento periodontal.
Para a intensidade do processo inflamatério o critério foi:
1- Auséncia ou presenca ocasional de células inflamatérias;
2- Leve: menos de 10 células por campo com aumento de 400x;
3- Moderado: entre 10 e 25 células por campo com aumento de 400x;
4- Severo: mais de 25 células por campo com aumento de 400x.
- Andlise Picro Sirius

Para este experimento, os cortes histologicos de todos os periodos, foram
corados com solugdo de Picrosirius Red e contra corados com Hematoxilina de
Harris. Os cortes foram todos corados na mesma etapa para evitar quaisquer
variagdes de cor entre as amostras por possiveis diferengas na impregnacgao do
corante.

A intensidade da birrefringéncia das fibras colagenas promovida pelo
Picrosirius Red, foi emitida através de uma lente polarizadora acoplada a um
microscopio invertido binocular Leica® (DM IRB/E) do Centro Integrado de
Pesquisa da FOB/USP. Foram capturadas imagens, em objetiva de 10x, a qual
permitiu uma visualizacdo adequada das fibras colagenas, desde as mais finas
(emitindo birrefringéncia na tonalidade verde) até as mais espessas (emitindo
birrefringéncia na tonalidade amarela e vermelha). Uma vez definida uma
quantidade 6tima de luz no microscépio optico para visualizagao das fibras, e o
angulo da lente polarizadora (90° em relagao a fonte de luz do microscoépio), todas
as imagens foram capturadas com o mesmo parametro e salvas em arquivo do

formato TIFF, em alta resolugéo (1396 x 1626 pixels).
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Foram avaliados pelo menos 4 cortes histolégicos para cada animal, sendo
capturada uma imagem para cada corte contendo todo campo de interesse. A
quantificacdo da intensidade do brilho de birrefringéncia foi realizada utilizando o
Software KS 300/400 com AxioVision (versao 4.8, CarlZeiss). Inicialmente foram
definidos os espectros para cor verde, amarela e vermelha, seguindo valores de
RGB (Red, Green e Blue), os quais foram padronizados para todas as imagens.
As fibras birrefringentes dentro do espectro de cor verde foram relacionadas a
uma matriz menos organizada e mais imatura, inversamente fibras com espectro
de cor variando do amarelo para o vermelho foram relacionadas a uma matriz
com maior grau de organizagao e maturagao.

Para a quantificacdo, as imagens foram binarizadas para cada espectro de
cor, e a quantidade em pixels de cada cor correspondente a area total delimitada
foi mensurada pelo software. Posteriormente, foram calculadas as médias dos
valores em pixels dos 4 cortes de cada animal.

- Analise Estatistica:

Os valores obtidos foram submetidos a analise estatistica, cujos calculos
foram realizados pelo software GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Softwares
Incorporated, San Diego, USA). Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste
de normalidade e homogeneidade. Como os valores se mostraram ndo normais, o
teste de Kruskal-Wallis, para comparacdes multiplas de dados nao-paramétricos,
foi utilizado para comparagdo das amostras com nivel de significancia p<5%.
Quando evidenciada diferenga estatisticamente significante, o teste de Dunn foi

utilizado para comparagdes individuais.
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RESULTADOS

Analise histologica: Alguns espécimes foram desconsiderados na analise por
conta da ocorréncia de fratura da coroa ou da raiz durante o procedimento de

exodontia e reimplante.

Grupos C, L1 e L2 (Periodo de 7 dias): Os dentes analisados apresentaram
integridade em quase toda extensao da superficie radicular em todos os grupos. A
reabsor¢cdo radicular se caracterizou por poucos e pequenos pontos que
envolviam apenas a camada mais superficial da raiz. O ligamento periodontal foi
observado na quase totalidade da superficie radicular de todos os espécimes (Fig.
4). Com excegao de 2 espécimes do grupo C e 3 dos grupos L1 e L2, areas
hialinas ocupavam alguns espacos do ligamento periodontal (Fig. 5). Eram

caracterizadas pela auséncia de células e apresentavam aspecto eosinofilico.

O ligamento periodontal era formado por tecido conjuntivo fibroso que se
caracterizava pela grande quantidade de fibras colagenas, fibroblastos e vasos
sanguineos. Apresentava em algumas areas, um infiltrado inflamatério composto
principalmente por linfécitos, alguns histidcitos e raros neutrdfilos. Na analise da
extensdo e intensidade do processo inflamatério, observou-se que o grupo C
apresentou os maiores valores principalmente quando comparado ao grupo L1

(Tabela 1).

Areas de reinsergdo das fibras colagenas foram encontradas em todos os
espécimes, mas nos grupos L1 e L2 apresentaram valores superiores ao
encontrado no grupo C (Tabela 2). Essas areas se caracterizavam pela
disposigao perpendicular das fibras colagenas em relagdo a camada de cemento

onde se inseriam (Fig. 5). Nesses locais a camada de cementoblastos era
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observada ao longo da superficie cementaria. Nas demais areas, essas fibras se

apresentavam desorganizadas ou dispostas paralelamente a superficie radicular.

A parede ¢6ssea alveolar apresentava intensa atividade osteoclastica, onde
se observava a presenca de clastos junto aos pontos de reabsorcdo. Areas de
tecido 6sseo neoformado foram encontradas em varios pontos, com grande

numero de osteoblastos.

O tecido pulpar em condigdo de normalidade foi encontrado em todos os
espécimes nos trés grupos em extensao semelhante. Eram formadas por um
tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado. Fibroblastos com formatos
fusiformes e estrelados estavam distribuidos em uma abundante matriz
extracelular. As fibras colagenas presentes na matriz extracelular eram delgadas

e estavam dispostas de forma irregular (Fig. 6).

Recobrindo a parede do conduto radicular era possivel observar a camada
de odontoblastos, cujas células eram cilindricas e alongadas, dispostas em maior
numero na por¢ao mais coronaria € em menor numero e mais curtas na porgao
apical. Entre os odontoblastos e a dentina podia se observar a camada de
predentina, formada por uma camada de tecido com coloragcdo menos intensa.
(Fig. 6). Areas de necrose também foram encontradas e eram formadas por
remanescentes de fibras colagenas e restos celulares, irregularmente dispostos
em meio a um exsudato inflamatorio. Nessas areas os odontoblastos estavam

ausentes (Fig. 6).

Grupos C, L1 e L2 (Periodo de 14 dias): Nesse periodo, o comprometimento
pela reabsor¢do radicular foi observado em 6 espécimes do grupo C, em 2
espécimes do grupo L1 e em 3 espécimes do grupo L2. Envolviam pequena

profundidade e extensdao da superficie radicular e se caracterizavam por
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apresentar um infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo fibroso junto a area
reabsorvida (Fig. 5). Em alguns casos, clastos eram encontrados junto a dentina

reabsorvida, indicando a fase ativa da reabsorcéao inflamatoria.

A presenga de ligamento periodontal na maior parte da superficie radicular
de todos os grupos observada no periodo anterior, se manteve neste periodo (Fig.
4). Um infiltrado inflamatério que variou de leve a moderado, foi observado em
todos os grupos, sendo semelhantes em extensao e intensidade (Tabela 3).
Houve um aumento na extensdo do ligamento periodontal que apresentava
caracteristicas de reinsercdo em todos os grupos, porém, a superioridade
encontrada nos grupos L1 e L2 em relagdo ao grupo C, se manteve (Fig. 5)
(Tabela 4). O tecido 6sseo alveolar apresentou caracteristicas semelhantes ao
periodo anterior em todos os grupos, sendo menos frequentes os pontos de

reabsorcao.

As areas de tecido pulpar em condicdo de normalidade mantiveram valores
préximos ao periodo anterior nos grupos L1 e L2. Uma diminuicado foi observada
no grupo C, com aumento nas areas de necrose e de dentina reparadora (Tabela
5). A dentina reparadora ocupava principalmente a porcdo mais coronaria e
apresentava tubulos dentinarios irregularmente dispostos e em alguns casos,
inclusdes celulares (Fig. 6). Em 3 espécimes, também foram observadas na

regido apical pequenas formacgdes de tecido ostedide.

Grupos C, L1 e L2 (Periodo de 30 dias): Areas de reabsorcao inflamatéria foram
encontradas em 6 espécimes do grupo C (Fig. 5), em 3 espécimes do grupo L1 e
em 2 espécimes do grupo L2. Nos grupos L1 e L2 apresentaram valores proximos
ao periodo anterior. Um aumento foi observado no grupo C que se mostrou

superior ao do grupo L2 (Tabela 6).
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Neste periodo, observou-se um aumento nas areas de reinsergcao do
ligamento periodontal no grupo C, enquanto nos grupos L1 e L2 os valores se
mantiveram semelhantes (Tabela 6). As areas de inflamagdo no ligamento
periodontal se mostraram semelhantes entre os grupos, variando de leve a
moderado (Tabela 7). Menos pontos de reabsorgao foram encontrados na parede
6ssea alveolar, nesse periodo. Areas de tecido 6sseo neoformado aparecem em

varios pontos.

Uma diminuicdo nas areas de tecido pulpar foi observada nos trés grupos,
em relacdo ao periodo de 14 dias (Fig. 4 e 6). Essa reducéao foi significativa no
grupo C em relagdo ao grupo L2 (Tabela 8). Substituindo o tecido pulpar, foi
encontrado em 5 espécimes do grupo C, propor¢des semelhantes de necrose e
de dentina terciaria (Fig. 4 e 6). Em dois espécimes, predominou a dentina
terciaria. No grupo L1, 3 espécimes apresentaram mais areas de necrose
enquanto em outras 3 houve predominio da dentina terciaria. Em 2 espécimes
houve proporgdes semelhantes. No grupo L2, em 2 espécimes, mais areas de
necrose foi encontrada e em 4, a dentina terciaria ocupava a maior parte do
conduto radicular. Em 2 espécimes houve proporgdes semelhantes. Em todos os
espécimes pequenas formacdes de tecido ostedide ocupavam a porgdao mais

apical.
Analise Picrosirius:

As imagens revelaram fibras colagenas birrefringentes nas tonalidades de
cor verde, amarela e vermelha, representando qualitativamente diferentes estados

de maturagao das fibras ao longo dos periodos experimentais. (Fig. 7)

Grupos C, L1 e L2 (espectro de cor verde): no grupo C a quantidade de fibras

apresentou-se maior nos periodos de 14 e 30 dias, quase nao se alterando entre
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eles, quando comparada com o periodo de 7 dias. Ja no grupo L1 a quantidade
de fibras com espectro para a cor verde apresentou leve alteragdo entre os
periodos, sendo a quantidade maior no periodo de 14 dias, seguido pelo periodo
de 7 dias e finalizando, com menor quantidade no periodo de 30 dias. Ja o grupo
L2 apresentou um decréscimo na quantidade de fibras do periodo de 7 dias para
o periodo de 14 dias, sendo que aos 30 dias houve o reestabelecimento da

quantidade inicial de fibras colagenas. (Grafico 1)

Grupos C, L1 e L2 (espectro de cor amarelo): o grupo C apresentou uma curva
ascendente nos periodos observados, revelando uma maior quantidade de fibras
com birrefringéncia para o espectro de cor amarela no periodo de 30 dias. No
grupo L1 ocorreu o oposto, uma curva descendente, revelando uma quantidade
maior de fibras no periodo de 7 dias, porém n&o uma curva acentuada como no
grupo C. No grupo L2 esses numeros praticamente se mantiveram estaveis com

uma variagao discreta entre os periodos. (Grafico 2)

Grupos C, L1 e L2 (espectro de cor vermelha): no grupo C, do mesmo modo
que foi observado no espectro de luz amarelo, houve uma curva crescente, onde
a maior quantidade de fibras evidenciadas foi no periodo de 30 dias. No grupo L1
observou-se uma manutencao do numero de fibras nos periodos de 7 e 14 dias,
evidenciando um aumento deste numero no periodo de 30 dias. O grupo L2
apresentou uma curva decrescente, onde a maior quantidade de fibras com

espectro para cor vermelha era no periodo de 7 dias. (Grafico 3)

Foi possivel observar também a média da quantidade de fibras
birrefringentes que cada grupo apresentou, sendo que o grupo L1 manteve-se

constante em todos os periodos, o grupo C apresentou uma curva ascendente e o
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grupo L2 apresentou uma média maior aos 7 dias e uma média menor aos 14
dias. (Grafico 4)

Nao foram detectadas diferencgas significantes entre os grupos.
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DISCUSSAO

Nesse estudo, optou-se pelo reimplante imediato uma vez que o objetivo da
analise seria a influéncia do laser no processo de reparo do ligamento periodontal

e também do tecido pulpar com vitalidade.

Dentre os fatores que mais influenciam no prognéstico de um dente
reimplantado, o periodo extrabucal e 0 meio de conservagao sao 0s mais
significativos [1, 16, 20]. Assim, nos casos de reimplante dentario como o
realizado nesse estudo € de se esperar que o ligamento periodontal encontre-se
regenerado na maior parte da superficie radicular. No entanto, é importante que
ocorra a reinsergcao das fibras colagenas na camada de cemento uma vez que

essa € sua caracteristica original.

De fato, observou-se que em todos os espécimes desse estudo, houve a
manutencao de grande extensao de ligamento periodontal com vitalidade. Embora
demonstrado na literatura de que o LLLT favorece a proliferagdo de fibroblastos
[21], ndo se observou diferenga significativa entre os grupos tratados ou nao,
quanto a extensdo de ligamento periodontal com vitalidade nos periodos

avaliados.

A esse respeito, dados da literatura demonstram que a proliferacédo do
ligamento periodontal quando submetido a terapia com laser, ocorre nas primeiras
72 horas [10, 21]. Estudos histologicos em ratos demonstram também que esse
tipo de animal possui um metabolismo acelerado quando comparado a outros
animais e ao homem [22, 23], 0 que poderia indicar um reparo mais rapido.
Assim, acreditamos que a constatacido de possiveis diferencas poderia ser

observada em periodo de analise inferior a 72 horas.
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Na anadlise do reparo do ligamento periodontal, foram encontradas areas
hialinas na superficie radicular dos trés grupos, no periodo de 7 dias. Também
denominada de necrose estéril [24], essas areas se caracterizam pela auséncia
das células, com predominancia de matriz extracelular e remanescente de fibras
colagenas. As células do ligamento periodontal seriam danificadas, sofreriam
necrose, por conta do trauma mecanico e da hipoxia, ainda que momentanea,

durante a exposi¢ao da raiz ao meio externo.

Habib et al. [24], observaram que o uso do laser promoveu uma diminuigao
significativa nas areas hialinas comparando os periodos de 7 e 13 dias, em
dentes submetidos a movimentagao ortodéntica. No nosso estudo os valores
encontrados no periodo de 7 dias indicam uma tendéncia a menor ocorréncia
dessas areas nos grupos tratados com laser. No entanto a comparacéo entre os
periodos nao foi possivel porque essas areas nao foram encontradas aos 14 dias.
Segundo a literatura, isso ocorreria porque, uma vez cessada a causa que levou a
sua formacgao, ocorreria o reparo [25]. Ja no trabalho de Habib et al [24], a

utilizagao de forgas ortodénticas por periodos mais longos permitiria a observagao

das areas hialinas também no periodo de 13 dias.

Na analise do processo inflamatério do ligamento periodontal, observou-se
que no periodo de 7 dias, os indices encontrados no grupo L1 foram menores do
que os observados no grupo C, tanto em extensao quanto em intensidade. Efeito
anti-inflamatério com o uso do laser tem sido demonstrado em alguns estudos in
vivo [21, 26]. No entanto essa mesma redugao nao foi observada no grupo L2, o
que nos leva a crer que essa efetividade seria maior quando o laser é aplicado na

fase inicial do reparo, quando a inflamagao € mais significativa.
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Pode-se observar também que as médias das areas de reinsercao do
ligamento periodontal obtidas no periodo de 7 e 14 dias, foram maiores nos
grupos tratados com laser. Esse resultado sugere que essa terapia pode modificar
qualitativamente, o reparo do ligamento periodontal. A coloragdo com Picrosirius
Red demonstrou que os niveis de cor vermelha e amarela, indicativos de fibras
mais maduras, foram maiores nesses mesmos periodos também nos grupos
tratados com laser. Isso poderia indicar que a recuperagdo dessas fibras ja

existentes, ocorreu de forma mais rapida.

Corroborando os achados deste estudo, Schwarz et al [27] demonstraram
que o uso do LLLT favorece a aderéncia de fibroblastos, resultando em maior
insercao de fibras colagenas na superficie radicular submetidas a raspagem. Em
outro estudo observou-se que o LLLT favorecia a rapida remodelagdo do
ligamento periodontal apds tratamento ortodéntico em ratos [28]. Para os autores
essa terapia aceleraria o processo de degradacdo e neoformagao do colageno
durante a fase de remodelacdo, resultando em menor recidiva ao tratamento

ortodontico.

A reinsergao das fibras colagenas indica um ligamento periodontal melhor
estruturado e tem se constituido em aspecto de importancia na analise do reparo
em reimplante dentario [29, 30]. Nesse caso, suas fibras colagenas encontram-se
inseridas na camada mineralizada do cemento formando as fibras de Sharpey. Tal
estrutura exerce importante fator protetor da superficie radicular a reabsorcao. As
areas da raiz com menor densidade dessa estrutura sdo mais susceptiveis a
reabsorcdo [25]. E também entre as fibras colagenas, junto a camada de
cemento, que se localizam os cementoblastos, que possuem papel fundamental

na funcao de protecao a reabsorcgao [25].
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Como observado em estudo prévio [31], a ocorréncia de reabsorcao
radicular no periodo de 7 dias se restringiu a pequenos pontos geralmente
envolvendo a camada de cemento ou a porgdo mais superficial da dentina. Sua
quantificacdo foi possivel somente nos periodos de 14 e 30 dias quando se
apresentaram mais significativas. Nesse caso, no periodo de 30 dias, os grupos
tratados com laser apresentaram média inferior ao grupo C, no entanto, somente
0 grupo L2 apresentou diferencga significativa. Acreditamos assim, que a terapia
com laser nos periodos mais tardios deste estudo tenha sido mais efetiva no
controle da reabsorgao radicular. Isso porque, os primeiros sinais de reabsorgao
radicular sdo observados a partir dos 7 dias apds o reimplante, intensificando 14

dias depois [32].

Apesar de se tratar de reimplante imediato, a influéncia do trauma mecanico
da exodontia, com lesdo de algumas fibras colagenas, exposi¢cao ao meio bucal e
contaminagao podem levar em certo grau, a desvitalizagdo de algumas areas do
ligamento periodontal e ocorréncia de pequenas areas de reabsorgao [33]. Nesse
estudo, as areas de reabsorcdo encontradas foram exclusivamente do tipo
inflamatoria. Tal aspecto parece indicar uma acao anti-inflamatéria do laser
contribuindo para esse resultado [22, 26, 34]. Vilela et al., [17] também
relacionaram a reducado nas areas de reabsorcdo a acdo anti-inflamatoéria do
laser. Para Carvalho et al. [18] que estudaram reimplante tardio, esse resultado
seria consequente do efeito bactericida e da modificacao estrutural da superficie
radicular do dente reimplantado provocada pelo laser, tornando-a mais resistente

a acao dos clastos.

Na tabela 8 observa-se que proporcdes semelhantes de tecido pulpar em

condicdo de normalidade foram encontradas nos trés grupos deste estudo no
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periodo de 7 dias, indicando que houve revascularizagdo. Segundo a literatura
esta € uma condigdo com maior possibilidade de ocorréncia em reimplante
imediato de dentes com forame amplo [35]. No entanto, no periodo de 14 dias,
observou-se uma diminuicdo na média dessa area somente no grupo C, sendo
estatisticamente significante quando comparado aos grupos L1 e L2. Analisado
individualmente nota-se na tabela 5, que no grupo C, a redugédo da extensao do
tecido pulpar ocorreu no periodo de 14 e 30 dias, sendo significativa ja no periodo
de 14 dias quando comparado ao periodo de 7 dias. Ja nos grupos L1 e L2 isso
ocorreu somente no periodo de 30 dias. A analise histologica demonstra que essa
redugao ocorreu principalmente por conta da formagéo de areas de necrose e de
dentina terciaria.

As areas de necrose seriam consequentes na falta de irrigacdo do tecido
pulpar [17, 36] resultante do rompimento do feixe vasculo-nervoso apds o trauma.
Estudos demonstram que o LLLT favorece a angiogénese [37, 38], acelera os
eventos envolvidos no reparo [39] e controla a inflamacgao [21, 26]. Favorecendo a
revascularizagcdo o tempo de hipoxia do tecido pulpar poderia ser minimizado,
resultando em menos areas de necrose.

Por sua vez, a formagao de dentina terciaria parece ser uma resposta dos
odontoblastos a agdo do trauma e resulta na diminui¢do da luz do canal [40, 41].
Na literatura, diferentes resultados sobre a acdo do laser sobre a polpa sao
encontrados. Estudando o efeito do laser no desenvolvimento das raizes de
molares de ratos com rizogénese incompleta, Toomarian et al., [42], observaram
que a velocidade de formacdo da dentina na parede do conduto radicular, era
maior nos dentes irradiados. Para os autores essa influencia se daria em parte
pelo aumento na atividade da fosfatase alcalina, favorecendo a formagao de

tecido mineralizado.



32

Ferreira et al., [43] observaram apds o uso do laser em cavidades de
classe V de pre-molares de humanos que houve uma redugado na inflamagao e
maior formacao de dentina reacionaria. Atribuiram esse resultado a formacao de
colageno tipo lll, fibronectina e tenascina, os quais participariam respectivamente,
na formagao da predentina, na formagao e migracao dos odontoblastos e por fim
na capacidade de diferenciacdo dos fibroblastos para produzirem tecido
calcificado. Por outro lado, Abi-Ramia et al [11] observaram a recuperagao dos
odontoblastos apés terapia com LLLT de dentes submetidos a movimentagao
ortodéntica. Em dentes traumatizados, Vilela et al. [17] observaram que a terapia
com laser promoveu menos inflamagao € menos areas de necrose na polpa.

Nesse estudo, de uma forma geral, ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo especifica com a ocorréncia de necrose ou com a formacao de dentina
terciaria como fator principal para a diminuicdo da extensao da polpa. Observa-se
sim que a tendéncia a preservagdo desse tecido foi maior quando o laser foi

empregado.

Ainda sdo escassos os dados sobre a forma de utilizagdo do laser em
reimplante dentario. Saito et al. [16] utilizaram laser de baixa potencia (GaAlAs,
830nm 57,14 jlcm?) no ligamento periodontal da parede interna do alvéolo por
possuir maior poder de penetracdo. Utilizaram também o laser de luz visivel
(660nm 57,14j/cm?) no ligamento periodontal da superficie radicular por possuir
menor poder de penetragcdo e ser o mais indicado para lesdes superficiais. Villela
et al. [17] também utilizaram o laser de baixa potencia (InGaAl, 685nm, 50jcm?) no
interior do alvéolo, antes do reimplante e imediatamente apds, na entrada do
alvéolo e na superficie lingual do dente reimplantado. Com o objetivo de promover

uma modificagdo estrutural na superficie radicular, Carvalho et al. [18]
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empregaram o laser diodo de alta potencia (GaAlAs, 810nm, 1.0W, 30s) em

raizes de dentes com ligamento periodontal desvitalizado, antes do reimplante.

Nesse estudo empregou-se o laser diodo GaAlAs (comprimento de onda de
830nm) em fungéo de seu maior poder de penetragdao em tecidos profundos [16,
44]. A radiacao infravermelha possui baixo coeficiente de absorcao pela agua e
pela hemoglobina, permitindo assim o alcance de tecidos mais profundos [42].
Como a aplicagao seria feita externamente ao alvéolo, sobre a mucosa, optou-se
por densidade energética maior (140 J/cm2) do que a utilizada por outros autores
[16, 17], sendo aplicado em dois pontos (apical e médio da face distal) da raiz
com o objetivo de abranger a maior parte do ligamento periodontal assim como da
regiao apical. Buscando uma agao mais prolongada, optou-se por utiliza-lo por
periodos de até 6 dias em intervalos diferentes para verificar sua efetividade no
processo de reparo em diferentes fases. Os resultados deste estudo
demonstraram caracteristicas favoraveis para alguns dos aspectos histoldgicos
analisados. No entanto, acreditamos ser importante a realizacdo de outros
estudos para se analisar a influéncia do laser com diferentes parametros, em

outras condicdes de reimplante dentario.
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CONCLUSAO
Foi possivel concluir deste estudo que a terapia com laser de baixa poténcia
utilizado com diferentes intervalos de aplicagdo e com uma densidade de energia
alta, pode influir positivamente no processo de reparo do reimplante imediato de

incisivo superior de rato.
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ANEXO Il
MATERIAL E METODO

Fig. 1 — Luxacdo do incisivo superior direito

Fig. 2 — Extragdo do incisivo superior direito

Fig. 3 — Aplicag¢do do LLLT ao longo do
comprimento da parede alveolar do dente
reimplantado




42

ANEXO Il
IMAGENS

Fig. 4: Fotomicrografias em campo claro de cortes longitudinais de incisivo
superior de ratos corados em H.E. Manutengdo do ligamento periodontal em
todos os grupos, em todos os periodos. Redugdo da extensédo do tecido pulpar
nos periodos de 14 e 30 dias, substituido por dentina terciaria ou areas de
necrose. Abreviaturas: PO: Tecido Pulpar, TN: Tecido pulpar necrosado TO:
tecido O0sseo alveolar, LP: ligamento periodontal, D: Dentina, Asterisco: Dentina
terciaria. Aumento: 20x.
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Fig. 5: Fotomicrografias em campo claro de cortes longitudinais de incisivo
superior de ratos corados em H.E. Manutencdo do ligamento periodontal nos trés
grupos, em todos os periodos. Periodo de 7 dias: Ligamento periodontal e
infiltrado inflamatério no grupo Controle. Reinser¢do do ligamento periodontal no
grupo L1. Areas hialinas e auséncia de reinsercdo do ligamento periodontal nos
grupos Controle e L2. Periodos de 14 e 30 dias: Grupo Controle com areas de
reabsorcdo. Ligamento periodontal reinserido nos grupos L1 e L2. Abreviaturas:
TO: Tecido 6sseo alveolar, LP: ligamento periodontal, H: Area hialina, D: dentina,
Asterisco: Dentina terciaria, Rl: Reabsor¢ao inflamatoéria. Aumento: 200x.
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Fig. 6: Fotomicrografias em campo claro de cortes longitudinais de incisivo
superior de ratos corados em H.E. com caracteristicas histologicas da polpa e
dentina aos 7, 14 e 30 dias. Periodo de 7 dias: Tecido conjuntivo frouxo e camada
de odontoblastos formando tecido pulpar normal (PO) presente nos trés grupos.
Periodos de 14 e 30 dias: Remanescentes de fibras colagenas e restos celulares
formando o tecido pulpar necrosado, encontrado no grupo Controle. Aspecto da
dentina terciaria ocupando o espago do tecido pulpar, nos grupos L1 e L2.
Abreviaturas: D: dentina, Asterisco: Dentina terciaria. PO: tecido pulpar, OD:
Odontoblastos, TN: Tecido pulpar necrosado, LP: Ligamento periodontal, TO:
Tecido 6sseo alveolar. Aumento: 200x.
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14 dias

30 dias

Fig. 7 — Birrefringéncia das fibras colagenas coradas com Picrosirius Red e

observadas sob luz polarizada.
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ANEXO IV
TABELAS E GRAFICOS

Tabela 1 - Frequéncia dos escores entre os grupos em relagdo a extensao e intensidade do
processo inflamatorio no ligamento periodontal, no periodo de 7 dias.

Extenséo inflamagéo Intensidade Inflamagéo
Escore C L1 L2 C L1 L2
1 1/8 6/9 2/9 1/8 6/9 3/9
2 4/8 3/9 6/9 4/8 3/9 6/9
3 3/8 0/9 1/9 3/8 0/9 0/9
4 0/8 0/9 0/9 0/8 0/9 0/9
* A B Ab a b ab

C(Controle); L1 e L2 (Tratados com laser);
*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.

Tabela 2 - Média em porcentagem e desvio padrio das areas de Ligamento periodontal
(LP) Ligamento periodontal reinserido (LPR) e areas hialinas (H) nos grupos estudados, no
periodo de 7 dias.

Evento C L1 L2 Valor de p
LP 89,85 (£9,59) 93,62(£7,27) 92,56 (£6,97) 0,645
LPR 27,28 (+10,28)° 54,56(+23,21)° 46,93 (+10,83)° 0,0094*
H 22,05 (£17,63) 6,98 (+6,88) 7,43 (£6,97) 0,1273

n 8 9 9

Teste de Dunn para comparagdo entre os grupos. *Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante. n (nimero de espécimes por grupo).

Tabela 3 - Frequéncia dos escores entre os grupos em relacdo a extensdo e intensidade do
processo inflamatdrio no ligamento periodontal, no periodo de 14 dias.

Extenséo inflamagéo Intensidade Inflamagéo
Escore C L1 L2 C L1 L2
1 4/8 7/10 2/9 0/8 6/10 4/9
2 4/8 3/10 5/9 5/8 2/10 5/9
3 0/8 0/10 2/9 3/8 2/10 0/9
4 0/8 0/10 0/9 0/8 0/10 0/9
* a A A a a a

C(Controle); L1 e L2 (Tratados com laser);
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Tabela 4 - Média em porcentagem e desvio padrdo da ocorréncia de reabsorgdo
inflamatoéria (R. Inf.), das areas de Ligamento periodontal (LP) e Ligamento periodontal
reinserido (LPR) nos grupos estudados no periodo de 14 dias.

Evento C L1 L2 Valor de p
R Inf. 4,06 (£6,91) 0,34 (£0,73) 1,38 (+2,15) 0,056
L.P. 95,58 (£12,51) 100 (+0) 100 (+0) 0,305
LPR 23,66 (+10,81)* 79,01 (£15,78)° 68,78 (£16,38)° 0,0002*
N 8 10 9

Teste de Dunn para comparagao entre 0s grupos.
*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.

Tabela 5 - Média em porcentagem e desvio padrdo da extensdo de tecido pulpar entre os
diferentes periodos no mesmo grupo.

Grupos 7 dias 14 dias 30 dias Valor de p
C 2589 (£11,13)*  12,57(£10,74)° 8,99 (£9,89)° 0,0001*
L1 27,59 (£12,94)* 28,48 (£12,42)* 12,79 (9,67) 0,0001*
L2 25,53 (£14,05)® 29,65 (£11,99)? 18,88 (£9,51)° 0,0055*

Teste de Dunn para comparagéo entre 0s grupos.

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.

Numero de espécimes por periodo: 7 dias (C=8, L1=9, L2=9); 14 dias (C=8, L1=9, L2=9); 30 dias (C=7,
L1=9, L2=8)

Tabela 6 - Média em porcentagem e desvio padrio da ocorréncia de reabsorgdo
inflamatéria (R. Inf.), das areas de Ligamento periodontal (LP) e Ligamento periodontal
reinserido (LPR) nos grupos estudados no periodo de 30 dias.

Evento C L1 L2 Valor de p
RInf. 9,88 (+13,08) 1,25 (£2,19)® 0,86 (+1,76)° 0,0123*
L.P. 97,94 (+5,45) 97,35 (£7,93) 100 (+0) 0,587
LPR 60,52 (+16,57) 74,65 (£11,55) 67,46 (+22,59) 0,3807

N 7 9 8

Teste de Dunn para comparagdo entre 0s grupos.
*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.
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Tabela 7 - Frequéncia dos escores entre os grupos em relacdo a extensdo ¢ intensidade do
processo inflamatdrio no ligamento periodontal, no periodo de 30 dias.

Extenséo inflamagéo Intensidade Inflamacgéo
Escore C L1 L2 C L1 L2
1 717 7/9 5/8 4/7 5/9 5/8
2 0/7 2/9 2/8 3/7 4/9 3/8
3 0/7 0/9 1/8 0/7 0/9 0/8
4 0/7 0/9 0/8 0/7 0/9 0/8
* a A A A a A

C(Controle); L1 e L2 (Tratados com laser).

Tabela 8 - Média em porcentagem e desvio padrdo da extensdo de tecido pulpar em cada
periodo.

Periodo C L1 L2 Valor de p
7dias 25,89 (+11,13) 27,59 (x12.94) 25,53 (+14,05) 0,5126
14 dias  12,57(£10,74)* 28,48 (x12,42)> 29,65 (+11,99) 0,0001*
30dias 8,99 (9,89 12,79 (£9,67)* 18,88 (£9,51)° 0,0018*

Teste de Dunn para comparagao entre 0s grupos.

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.

Numero de espécimes por periodo: 7 dias (C=8, L1=9, L2=9); 14 dias (C=8, L1=9, L2=9); 30 dias (C=7,
L1=9, L2=8)

Grafico 1 — Birrefringéncia das fibras do ligamento periodontal para o espectro de

cor verde.
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Grafico 2 — Birrefringéncia das fibras do ligamento periodontal para o espectro de
cor amarela.
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Grafico 3 — Birrefringéncia das fibras do ligamento periodontal para o espectro de
cor vermelha.
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Grafico 4 — Média da quantidade de fibras birrefringentes qua cada grupo

apresentou.
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ANEXO V
NORMAS PARA A PUBLICAGAO

LASER PHYSICS LETTER

How to prepare your article

Please read these guidelines carefully and familiarize yourself with the style and
editorial policies of your chosen journal by examining the online version of
recently published articles. It is important to check that your research fits well
into the scope of your chosen journal before you submit it. You are also advised
to read the IOP _ethical policy.

Your article should normally consist of the following:

« atitle page with title of article, name(s) of author(s) and address(es) of
establishment(s) where the work was carried out

e an abstract

o thetext

o figures

e alist of references

The following sections give a brief overview of the main elements or structure of

an article. Read them first.

You can find more detail in our LaTeX and Word guidelines which are
presented in the style of a typical article.

Title page

Title of article

This should be concise but informative.
Authors and addresses

For multiple-authored articles list the names of all the authors first, followed by
the full postal addresses, using superscript numeric identifiers to link an author
with an address, where necessary (see LaTeX and Word guidelines). If an
author's present address is different from the address at which the work was
carried out, this should be given as a footnote to the page. You can also include
e-mail addresses, telephone numbers and fax numbers on the title page.

Short title

This is used at the top of odd-numbered pages in the printed journal and should
not exceed 80 characters. You do not need to provide short titles for review or
tutorial articles.

Classification numbers

We ask you to supply a list of appropriate classification numbers based on the
Physics and Astronomy Classification Scheme (PACS), published by the
American Institute of Physics, and to include a list of keywords.

Abstract


http://authors.iop.org/atom/help.nsf/0/F18C019D6808524380256F630037B3C2?OpenDocument
http://authors.iop.org/atom/help.nsf/0/B042B0AF79C815B88025702000409514?OpenDocument
http://authors.iop.org/atom/help.nsf/7765E7F03B07DE5080257020002E4D9B/$File/IOPWordGuidelines.pdf
http://authors.iop.org/atom/help.nsf/0/B042B0AF79C815B88025702000409514?OpenDocument
http://authors.iop.org/atom/help.nsf/7765E7F03B07DE5080257020002E4D9B/$File/IOPWordGuidelines.pdf
http://www.aip.org/pacs/pacs2010/individuals/pacs2010_regular_edition/index.html
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Your abstract should give readers concise information about the content of your
article. It should be informative and not only indicate the general scope of the
article but also state the main results obtained and conclusions drawn. As the
abstract is not part of the text it should be complete in itself; no table numbers,
figure numbers, references or displayed mathematical expressions should be
included. It should be suitable for direct inclusion in abstracting services and
should not normally exceed 200 words.

When readers are searching for information online, an abstract of an article is
likely to be the first thing they see. Consequently your abstract needs to be
concise but convey as much information as possible about the content of your
article.

Text

Research papers and review articles can be divided into numbered sections
and subsections.

You should use tables only to improve conciseness or where the information
cannot be given satisfactorily in other ways such as by histograms or graphs.
Tables should be numbered serially and referred to in the text by number (table
1, etc). Each table should have an explanatory caption which should be as
concise as possible.

If your article consists of a very large amount of tabular material such as long
lists of crystallographic results, computer programs and spectrographic results
we would not normally publish these in full. Instead these may be published
online as supplementary data files.

In terms of general style, conciseness in writing helps the reader, but clarity is
most important. Short sentences and paragraphs make reading easier. You
should aim for consistency within your article in matters such as hyphenation
and spelling.

All acronyms and abbreviations should be clearly explained when they first
appear in the text, and all units used should be consistent throughout the
article.

If English is not your first language, you should ask an English speaking
colleague to read through your article and apply a UK English spellchecker to
your article.

Mathematics

Detailed information on the presentation of mathematics, formulae and
equations is provided in our LaTeX and Word guidelines.

Acknowledgments

All authors and co-authors are required to disclose any potential conflict of
interest when submitting their article (e.g. employment, consulting fees,
research contracts, stock ownership, patent licenses, honoraria, advisory
affiliations, etc). This information should be included in an acknowledgments
section at the end of the manuscript (before the references section). All sources
of financial support for the project must also be disclosed in the
acknowledgments section. The name of the funding agency and the grant
number should be given.


http://authors.iop.org/atom/help.nsf/0/B042B0AF79C815B88025702000409514?OpenDocument
http://authors.iop.org/atom/help.nsf/7765E7F03B07DE5080257020002E4D9B/$File/IOPWordGuidelines.pdf
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References

It is vitally important to fully acknowledge all relevant work and we advise that
you also consult our ethical policy for general guidance on compiling your
reference list.

A complete reference should provide your reader with enough information to
locate the article concerned and should consist of: name(s) and initials, date
published, title of journal or book, volume number, editors (if any) and, for
books, town of publication and publisher (in parentheses), and finally the page
numbers. Where there are up to ten authors, all authors' names should be
given in the reference list. Where there are more than ten authors, only the first
name should appear followed by et al.

You should take particular care to ensure that the information is correct so that
links to referenced articles can be made successfully.

Material which is really a footnote to the text should not be included in the
reference list, which should contain only references to bibliographic data.

Copies of cited publications not yet available publicly should be submitted for
the benefit of the referees. Unpublished results and lectures should be cited for
exceptional reasons only.

Before submitting your article, please ensure you have done a literature search
to check for any relevant references you may have missed.

You can use either of the referencing systems, alphabetical (Harvard) or
numerical (Vancouver), described below.

For articles prepared in LaTeX, please use the tools provided in your LaTeX
class file (for example IOP's recommended class file). For articles prepared
using Microsoft Word, please refer to the detailed Word guidelines, which
contain much more detail with examples.

Alphabetical system (Harvard)

In the Harvard alphabetical system the name of the author appears in the text
together with the year of publication, e.g. (Smith 2001) or Smith (2001) (as
appropriate). Where there are only two authors both names should be given in
the text (Smith and Jones 2001) or Smith and Jones (2001); however, if there
are more than two authors only the first name should appear followed by et al,
(Smith et al 2001) or Smith et al (2001). If you refer to different works by one
author or group of authors in the same year they should be differentiated by
including a, b, etc after the date (e.g. 2001a). If you refer to different pages of
the same article, the page number may be given in the text, e.g. Smith (2001, p
39). The reference list at the end of your article using this system should be in
alphabetical order.

Numerical system (Vancouver)

In the numerical system you should number your references sequentially
through the text. The numbers should be given in square brackets and one
number can be used to refer to several instances of the same reference. The
reference list at the end of the article lists the references in numerical order, not
alphabetically.


http://authors.iop.org/atom/help.nsf/0/F18C019D6808524380256F630037B3C2?OpenDocument
http://authors.iop.org/atom/help.nsf/0/B042B0AF79C815B88025702000409514?OpenDocument
http://authors.iop.org/atom/help.nsf/7765E7F03B07DE5080257020002E4D9B/$File/IOPWordGuidelines.pdf
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Figures

Carefully chosen and well-prepared figures, such as diagrams and photos, can
greatly enhance your article. We encourage you to prepare figures that are
clear, easy to read and of the best possible quality. Characters should appear
as they would be set in the main body of the article. We will normally use
figures as submitted; it is therefore your responsibility to ensure that they are
legible and technically correct.

Note: If you are intending to use previously published figures, you must
obtain written permission from the copyright holder before using them in
your article.

To get the best possible results in print and online, please consider the
following points when preparing your figure files:

e Shading and fill patterns should be avoided wherever possible
because diagrams containing them have to be printed as half-tones
and undesirable interference patterns may be produced on printing.

e Readers of your online article will probably download and print it on a
black and white printer which may make coloured lines difficult to
distinguish. To avoid this problem, please consider identifying curves
by methods other than colour, for example: by letters (upper case
Roman), by the symbols used for the data points (e.g.*, ®) or by the
type of line (e.g. --, full curve; - - -, broken curve; - - - - -, chain curve).

« When producing figures using colours, light colours such as yellow,
light green, light blue, light grey, etc should be avoided because they
generally reproduce poorly during the black and white printing process.

o« Wherever possible electronic figures should be tightly cropped to
minimize superfluous white space surrounding them. This reduces file
sizes and helps the alignment of figures on the printed page.

Detailed information on common graphic formats and their preparation with
examples are provided in our graphics guidelines.

Colour figures

The use of colour in figures can enhance the effective presentation of results,
and there are no restrictions on the use of colour in the online version of your
article. However, because conventional full-colour printing remains an
expensive process, we must ask you (or your institution) to pay the additional
costs incurred (i.e. the costs over and above the cost of normal black-on-white
reproduction) if you also require colour in the printed version of your article.

There is no additional charge for offprints of articles containing colour figures,
but authors are reminded that these must be ordered by the time proofs are
returned; reprints produced after publication are very expensive.

If you need further information or guidance, please contact the journal.
Figure captions

Your figures should be numbered in the order in which they are referred to in
the text. If there is more than one part to a figure (e.g. figure 1(a), figure 1(b)
etc), the parts should be identified by a lower-case letter in parentheses close to


http://authors.iop.org/atom/help.nsf/A9319940C9BB0E6B80257020002E618F/$File/IOPGraphicsGuidelines.pdf
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or within the area of the figure. Captions should be included in the text and not
in the graphics files.

Micrographs should include a scale bar of appropriate size, e.g. 1 K m.
Supplementary data

All of our journals encourage authors to submit supplementary data
attachments to enhance the online versions of published research articles.
Supplementary data enhancements typically consist of video clips, animations
or supplementary data such as data files, tables of extra information or extra
figures. They can add to the reader's understanding and present results in
attractive ways that go beyond what can be presented in the print version of the
journal.

The printed journal remains the archival version, and supplementary data items
are supplements which enhance a reader's understanding of the article but are
not essential to that understanding.

Length of submissions

Laser Physics research articles do not normally exceed 12 journal pages.
Laser Physics Letters research articles do not normally exceed 8 journal pages.
Within reason, there is no page restriction on reviews and tutorials.

The length of an article can be calculated by allowing 600 words per page in a
B5-sized journal or 900 words per page in an A4-sized journal. Diagrams and
tables usually occupy the equivalent of 200-300 words each, and you should
allow for this in your total.

What files to submit

We request that you send us your article in electronic form so it can be refereed
without postal delays and be published more quickly.

We require you to send a useable PDF file of your article to be transferred
to referees for review. All the separate text and figure files for your article
must also be supplied when submitting your article.

The guidelines below provide the essential information you need to prepare
your article in a form that will enable us to most efficiently process your
submission.

Naming your files
Please name all your files according to the following guidelines:

e use only characters from the set a to z, A to Z, 0 to 9 and underscore
)

e do not use spaces in file names;

e include an extension to indicate the file type (e.g., .doc, .txt, .eps, etc);

« do not use any accented characters; for example, a, &, A, 0, y, etc
because these can cause difficulties when processing your files.
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In addition to the above points, please give figure files names which indicate the
numbers of the figures they contain; for example, figurel.eps, figure2.tif,
figure2a.qif etc. If a figure file contains a figure with multiple parts, for example
figure 2(a) to 2(e), give it a name such as figure2a_2e.jpg, and so forth.

Article text files
TeX and LaTeX

The text of articles may be submitted in any common variant of TeX
including LaTeX 2e, REVTeX, AmSTeX, AmSLaTeX and plain TeX.

Full details and a sample article prepared in LaTeX can be found in
our LaTeX guidelines.

A class file for preparing articles using LaTeX 2e is also available for
download.

We have copies of the common packages and class files, and these
should not normally need to be sent. If, however, you are using
uncommon, customized or personal files then these should be included
along with your submission.

Microsoft Word

We are able to receive articles prepared using Microsoft Word for
Windows or Macintosh.

Full details and a sample article prepared in Word can be found in
our Word guidelines.

Fonts used should be restricted to the standard font families (Times,
Helvetica, Courier or Symbol). For full details, please refer to our Word
guidelines.

If special symbols are needed (e.g. Greek characters, accented
characters or mathematical symbols) these should be typed using the
appropriate TrueType font. Do not use the Symbol facility on the 'Insert'
menu as this often results in font conversion problems.

Equations must be prepared using Microsoft Word Equation Editor or
the full commercial MathType package.

Adobe Acrobat PDF

The Adobe Acrobat PDF format is suitable for the refereeing process
but not the production process. Therefore PDF files should only be
supplied in addition to the separate text and figure files for your article.

Fonts used should be restricted to the standard font families (Times,
Helvetica, Courier or Symbol).

Figure files

For articles prepared using Microsoft Word, please make sure all graphics are
fully embedded in the Word document and supplied as separate files where
possible. For full details, please refer to our graphics quidelines.

For articles prepared using LaTeX2e, please make sure that your figures are all
supplied as EPS and linked to your main TeX files using appropriate figure
inclusion commands such as \includegraphics. For full details, please refer to
our graphics quidelines.
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Our preferred graphics format is vector Encapsulated PostScript (EPS). These
files can be used directly to give high quality results and file sizes are small in
comparison with most bitmap forms. Most graphics software has the facility to
save as or export as EPS.

Vector formats

The advantage of vector graphics is that they give the best possible quality at
all output resolutions.

In order to get the best possible results, please note the following important
points:

e« Fonts used should be restricted to the standard font families (Times,
Helvetica, Courier or Symbol).

e If vector EPS files include bitmap information, the bitmap should
conform to the specification given in the section on bitmap formats.

e« Certain proprietary vector graphics formats such as Origin,
Kaleidagraph, Cricket Graph and Gnu Plot should not be sent in their
native format. If you do use these applications to create your figures,
please export them as EPS.

For full details, please refer to our graphics quidelines.

Bitmap formats

Unlike vector images, which are readily scaleable, bitmap images frequently
present quality problems in the production of printed and electronic versions of
our journals. Quality is basically dependent on two attributes of a bitmap
graphics file: resolution and size (bitmap dimensions in pixels). Low resolution
files do not reproduce well, especially when enlarged. Files with small bitmap
dimensions are frequently too small to reproduce well at the resolution required
for printing and suffer an unacceptable reduction in quality if enlarged. For
these reasons, black and white, greyscale and colour bitmap graphics files
should all have a resolution of at least 300 dpi (preferably 600 dpi for black and
white bitmap graphics files). In addition, the bitmap dimensions should be
sufficient to produce an image of adequate size (normally 3 to 6 inches wide, or
900 to 1800 pixels for a 300 dpi image).

Files in most bitmap formats are acceptable, including: TIFF (this is our
preferred bitmap format), BMP, GIF and JPEG.

But please note that if your GIF and JPEG graphics files have been derived
from Web sites they may not suitable for printing purposes as they are generally
specified at only screen resolution (72 dpi).

Note: If you intend to supply your figures as JPEG files, the following points are
important:

e The JPEG compression method discards image data and is referred
to as 'lossy' compression. When saving directly from an application it is
better to choose a loss-less format such as TIFF.

e Although a 'higher quality’ compression setting in your software
results in less data being discarded, JPEG compression may degrade
details in an image-particularly in images that contain type or vector art.


http://authors.iop.org/atom/help.nsf/0/EAD225EFB2967DAB80257A620055331F?OpenDocument#_bitmap
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e Do not repeatedly resave a JPEG file because the loss of image data
occurs each time you resave the image. Always save JPEG files from
the original (non-JPEG) image, not from a previously saved JPEG.

Note on file sizes: For information on how to avoid unnecessarily large bitmap
files, please see our graphics quidelines.

Supplementary data files
Video clips and animation

Acceptable formats for video or animation clips are MPEG, QuickTime,
Windows AVI or Animated GIF.

Your video or animation clips are intended for internet use via our Web server,
and we need to consider the needs of users with slow internet connections (e.g.
modem-based users) so that your work can be made available to the widest
possible readership.

Please aim to minimize file sizes and data rates, by considering the following
points:

e 480 x 360 pixels is the recommended maximum frame size.

e A recommended frame rate is 12-15 frames per second (fps). (Many
packages output 30 fps as standard, but you can specify a lower frame
rate.)

e« Use a 256 colour palette if that is suitable for the presentation of the
material.

Please consider the use of lower specifications for all these points if the
material can still be represented clearly. Our recommended maximum file size
is 3MB. Our recommended maximum data rate is 150 KB/s.

The various formats have different characteristics that you should consider
when choosing the format for your material:

MPEG

o Suitable for photo-realistic material.

e Requires users to have a third party viewer.

e We recommend MPEG 1.

e The MPEG standard is specified in terms of millions of colours and at

least 24 fps, so you cannot choose lower specifications for these
settings.

QuickTime and Windows AVI

Suitable for computer-generated material.

Requires users to have a third party viewer.

We recommend the Cinepak codec for compression. This provides
good compression and, importantly, it is widely supported.
e You can often consider the use of a 256 colour palette for computer-
generated material.

As a general rule, we recommend using Quality 75%.

Animated GIF

e Suitable for computer-generated material.


http://authors.iop.org/atom/help.nsf/A9319940C9BB0E6B80257020002E618F/$File/IOPGraphicsGuidelines.pdf
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e« Animations may be rendered directly in a Web browser without the
need for a third party viewer.

e Please use only standard GIF functions as some browsers don't
support the whole GIF 89 standard.

e« Because GIF compression is not good, consider small frame sizes
and low frame rates.

Since the printed journal is the archival copy, a representative frame from your
movie or animation should be included in the manuscript as a figure. Include the
file size and type of the supplementary data file in the figure caption.

Supplementary data

Data files or extra figures can be submitted in any of the usual formats (PDF,
Word, TeX, EPS, GIF, TIFF, etc). In addition, we are happy to consider output
files from specialized data processing software and computer program codes.
As we will not always be able to check the contents of data files, we request
that authors also submit a 'read-me' file containing brief instructions on how to
use the file, and a signed statement confirming that the material is as stated
and is pertinent to the article. Supplementary data submitted as figures, TeX or
Word will appear in the electronic journal in PDF format; specialized files will be
offered in their original form.



