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RESUMO

Estudos prévios sugerem que a laserterapia de baixa poténcia (LLLT) favorece
o reparo 6sseo perimplantar. Este estudo avaliou a influéncia da LLLT sobre o
reparo 0sseo perimplantar in vivo em 32 coelhos Nova Zelandia submetidos a
exodontia do incisivo inferior esquerdo imediatamente seguida pela inser¢do de um
implante osseointegravel. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos: um grupo controle C (animais néo irradiados) e trés experimentais. Estes
receberam 7 sessdes de terapia laser (AsGaAl, infravermelho, 830 nm, 50mwW, CW),
com intervalos de 48 horas. A dose de laser por sesséo variou entre os grupos El
(20 J/cm?), Ell (5 J/cm?) e EIlll (20J/cm?). Os animais foram mortos e 0s espécimes
preparados histologicamente para analise da superficie de contato entre o0sso e
implante (BIC) e da area de neoformacdo Ossea entre as espiras (BA), em
esteriologia e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). A concentracao de calcio
na interface do tecido 6sseo com o implante foi analisada por espectrometria de
raios-X por dispersdo de energia (EDS). Os resultados foram analisados
estatisticamente. Para MEV, as médias de BIC foram significativamente maiores
para os grupos El (977,9 ym) e Elll (1021,1 um), comparados a Ell (761,5 ym) e C
(807,8 ym). Em BA, EIlll (122573,7 um?2) superou os valores de neoformacéo dos
demais grupos. O EDS para concentracao de calcio ndo apresentou diferenca entre
0S grupos. A andlise de BIC por meio de esteriologia mostrou valores
significativamente maiores para Elll (1045,3 ym) em relacdo aos demais grupos.
Para a BA, os grupos EI (100068,3 um?) e Elll (103934,5 um?2) mostraram grandezas
significativamente maiores. O uso da LLLT, no protocolo descrito, influenciou
positivamente o reparo 6sseo perimplantar com aumento do contato do tecido 6sseo
com o implante principalmente na dose de 20 J/cm2 por sessdao, bem como maior

volume ésseo neoformado entre as espiras.

Palavras-chave: Implantes Dentarios; Terapia a Laser de Baixa Intensidade;

Microscopia Eletrénica de Varredura; Histologia.



ABSTRACT

Previous studies suggest that the low level laser therapy (LLLT) has a
favorable effect on perimplant bone healing. This study evaluates the LLLT influence
over perimplant bone healing pattern in 32 New Zealand male rabbits which were
subimitted to a lower incisor extraction followed by an osseointegrated implant
immediated insertion. The animals were randomly divided into four groups of eight
animals each: a control group C (non-irradiated animal) and three experimental
groups. They received seven laser therapy sessions (GaAlAs, infrared, 830 nm, 50
mW, CW), every 48 hours. The LLLT per session dose ranged between the groups
El (dose — 10 J/cm?), Ell (dose — 5 J/cm?) and Elll (dose — 20 J/cm?). The animals
were Killed and the specimens received histological preparation for bone implant
contact analysis (BIC) and Bone Area evaluation (BA) among the implant threads,
both steriology and Scanning Electron Microscopy (SEM). The calcium concentration
in bone implant interface were analysed by Energy-Disperse X-Ray Spectroscopy
(EDS). The results were statistically analyzed. For SEM results, the BIC’s mean were
significantly higher for the irradiated groups El (977,9 uym) and EIlll (1021,1 pum)
compared to Ell (761,5 ym) and C (807,8 um). For BA, Elll (122573,7 ypm?2) showed
better values for bone neoformation compared to other groups. For EDS calcium
concentration there was no significantly difference between groups. The steriology
analysis showed significantly higher values for BIC in Elll (1045,3 ym) compared to
the other groups. For BA, El (100068,3 um?2) and Elll (103934,5 um?) were
significantly higher. In this laser protocol, the use of LLLT induced positively
perimplantar bone repair specially due to the bone implant contact improvement (20

J/icm? per session dose), as well as, better bone area neoformation within treads.

Keywords: Dental Implants; Low-Level Laser Therapy; Scanning Electron

Microscopy; Histology.
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1 INTRODUCAO

O uso dos implantes na cavidade bucal representou um grande avancgo na
perspectiva de reabilitacdo do edentulismo tanto parcial quanto total. A reposicéo
dos elementos dentarios perdidos por proteses implanto-suportadas possibilitou
melhor reabilitacdo fisica e maior expectativa psicossocial aos pacientes que até
entdo eram reabilitados com préteses removiveis (ADELL e colaboradores, 1981).

A osseointegracdo implica na unido entre osso vital e a superficie de um
implante. O fenbmeno € dependente de diversos fatores, dentre eles a morfologia, a
composicao e as caracteristicas desta superficie. Pode ser alcancada e mantida a
partir de um adequado procedimento cirargico de insercdo dos implantes. Deve-se
ainda respeitar o tempo de reparo 0sseo necessario para a integracao implante-osso
e a posterior biomecanica de distribuicdo de forcas sobre as pecas implantadas
(CARLSSON e colaboradores, 1986; BRANEMARK e colaboradores,1998). Dentre
as diversas formas de se avaliar ou quantificar a osseointegracdo, um fendmeno
basicamente clinico, pode-se levar a interface do implante e osso a escalas
microscopicas, procedendo a mensuracdo por meio da quantidade de contato
existente entre essas duas estruturas, como também, pelo volume de o0sso
neoformado naquela regido (PEREIRA e colaboradores, 2009; GARCIA-MORALES

e colaboradores, 2012).

Os equipamentos emissores da radiacdo laser sdao muito utilizados por
diferentes profissionais da area da saude, em especial, para fins terapéuticos. Na
Odontologia, o uso do laser com diferentes comprimentos de onda e em distintas
aplicacdes no campo da saude bucal possibilitou a aplicacdo desta tecnologia nos
mais diversos procedimentos clinicos (KUCEROVA e colaboradores, 2000; GARCIA-
MORALES e colaboradores, 2012).

Os efeitos da laserterapia no processo de reparo 6sseo, assim como do reparo
0sseo perimplantar tem sido pesquisados contemporaneamente. Busca-se com a
terapia laser de baixa intensidade (LLLT — “Low Level Laser Therapy”) reduzir o

desconforto poés-operatoério, acelerar o processo de reparo 0sseo perimplantar e
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ainda, obter algum potencial bactericida (SHIBLI e colaboradores, 2004;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008; PEREIRA e colaboradores, 2009).

Segundo Pinheiro e colaboradores (2001), a dose é o parametro mais
importante da terapia laser de baixa intensidade. No entanto, mesmo sendo a dose
um parametro importante na terapia com laser, ainda ndo existe um protocolo
definitivo para uso em diferentes situacdes clinicas, sendo essa ainda uma questao
de discusséao na literatura (JAKSE e colaboradores, 2007; MALUF e colaboradores,
2010; CAMPANHA e colaboradores, 2010).

Estudos sugerem que a LLLT tem efeito favoravel sobre o reparo 6sseo em
estudos pré-clinicos (KARU, 1989; GARCIA e colaboradores, 2001; SILVA JR e
colaboradores, 2002; PINHEIRO e colaboradores, 2003; LIRANI-GALVAO e
colaboradores, 2006; WEBER e colaboradores, 2006; BLAYA e colaboradores,
2008; PINHEIRO e colaboradores, 2008; MATSUMOTO, 2009; SARACINO e
colaboradores, 2009; BASHARDOUTS e colaboradores, 2010; KAZEN SHAKOURI e
colaboradores, 2010; KREISNER e colaboradores, 2010; NASCIMENTO e
colaboradores, 2010; GRASSI e colaboradores, 2011) e clinicos (ABOELSAAD e
colaboradores, 2009; MOZZATI e colaboradores, 2011). Especificamente sobre o
processo de osseointegracdo quando da instalacdo de implantes de titanio, os
achados pré-clinicos tem a mesma direcdo (PRETTO, 2004; LOPES e
colaboradores, 2005; JAKSE e colaboradores, 2007; LOPES e colaboradores, 2007;
CAMPANHA e colaboradores, 2010; MALUF e colaboradores, 2010; PETRI e

colaboradores, 2010).

Na investigacdo do efeito da laserterapia sobre o processo de reparo 0sseo
perimplantar, estudos prévios descreveram a maturacdo 0ssea mais evidente no
osso irradiado (JAKSE e colaboradores, 2007; CAMPANHA e colaboradores 2010;
MALUF e colaboradores, 2010), bem como maior contato entre osso-implante
(KHADRA e colaboradores, 2004), aplicado em dose Unica ou multipla (KHADRA,
2005). Dessa forma, a LLLT apresenta potencial benéfico na melhoria do reparo
0sseo perimplantar, podendo ser util na irradiacdo de tecido 6sseo de baixa
gualidade, ou para a osseointegracdo de implantes sem estabilidade primaria
desejavel, se aplicada nos estagios primarios do reparo 6sseo (CAMPANHA e
colaboradores 2010; MALUF e colaboradores, 2010).
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Os modelos animais geralmente descritos utilizam a insergédo de implantes nas
tibias de coelhos (KHADRA e colaboradores, 2004; PEREIRA e colaboradores,
2009; CAMPANHA e colaboradores, 2010), tibias de ratos (MALUF e colaboradores,
2010) e em crista iliaca de babuinos (DORTBUDAK e colaboradores, 2002).
Contudo, acredita-se na possibilidade da aplicagdo desses implantes
osseointegraveis contemporaneamente nos 0ssos maxilares (KOCH e
colaboradores, 2010), podendo simular a realidade clinica em humanos. Modelos
experimentais na regido anatdbmica da face s&@o necessérios, considerando
particularidades morfo-fisiologicas dos tecidos nesta regido (DE JONG e

colaboradores, 2010).

A interpretacdo dos referidos estudos permite a formulacdo do seguinte
problema de pesquisa: a LLLT pode melhorar o processo de reparo 0sseo
perimplantar em mandibulas de coelhos? Este estudo busca possiveis respostas

para este problema.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Ha grande quantidade de estudos pré-clinicos que evidenciam a facilidade da
realizacdo de pesquisa em animais, devido ndo apenas a possibilidade de acesso as
amostras a qualquer momento nos biotérios, mas a condicao de se realizar diversos
tipos de andlises post-mortem (DORTBUDAK e colaboradores, 2002; KHADRA e
colaboradores, 2004; KHADRA, 2005; JAKSE e colaboradores, 2007; LOPES e
colaboradores, 2005; KIM e colaboradores, 2007; LOPES e colaboradores, 2007;
PEREIRA e colaboradores, 2009; MALUF e colaboradores, 2010; PETRI e
colaboradores, 2010; PRETTO, 2010). Tal fato acaba por desencorajar alguns
estudos clinicos (OSTMAN e colaboradores, 2010; GARCIA-MORALES e
colaboradores, 2012), pela dificuldade de manejo com o paciente, das inumeras
consultas, possibilidade de auséncia ou desisténcia e um namero amostral em geral
pequeno para o curto prazo de tempo das pesquisas (Quadro 1). Assim sendo, 0
gue se verifica € uma quantidade significativa de estudos em animais contra um
numero pequeno de estudos clinicos, no escopo do quadro apresentado, apenas

um.

Quadrol: Tipo amostral em estudos pré-clinicos em comparacdo ao estudo clinico sobre a acdo da
LLLT sobre o reparo G6sseo perimplantar com o0s respectivos protocolos terapéuticos: (+) efeito
positivo da LLLT sobre uma variavel / (++) efeito positivo da LLLT sobre mais de uma variavel / (-)

sem diferenca significativa do efeito da LLLT sobre as variaveis.

. . Dose :
Tipo de Tipo Efeito
Autor/Ano . ‘n’ | Laser*| total
pesquisa | amostral 5 LLLT
(J/cm”)
) Pré- )
Dértbudak e cols., 2002 o Babuinos 5 \Y% 30 ++
clinica
Preé-
Khadra e cols., 2004 o Coelho 12 v 270 ++
clinica
Pre-
Lopes e cols., 2005 . Coelho 14 v 602 ++
clinica
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Pré-
Jakse e cols., 2007 _ Ovelha 12 \% 12 ++
clinica
Pré-
Kim e cols., 2007 _ Rato 20 v 40.32 ++
clinica
Pré-
Lopes e cols., 2007 . Coelho 14 \Y 602 ++
clinica
_ Pre-
Pereira e cols., 2009 . Coelho 12 Y 367.5 +
clinica
Pré-
Campanha e cols., 2010 . Coelho 30 \Y 602 ++
clinica
Pré-
Maluf e cols., 2010 _ Rato 24 \ 48 ++
clinica
Pré-
Petri e cols., 2010 . Ceélulas | -------- v 6 ++
clinica
Pré-
Pinheiro e cols., 2012 . Coelho 6 v 602 ++
clinica
Garcia-Morales e cols., .
Clinica | Humanos 8 v 92.1 -

2012

*Laser: IV= Infravermelho / V= Vermelho

Fonte: Dados da Pesquisa.

2.1 Laser no Reparo Osseo Perimplantar — estudos pré-clinicos

O reparo 6sseo em seres humanos requer de 4 a 6 meses para que 0 0SSO

possa se tornar maduro e resistente, para entdo ser capaz de receber carga sem

comprometer a estabilidade do implante (BRANEMARK e colaboradores, 1969;

CARLSSON e colaboradores, 1986). Alguns autores indicam que a maturagao 6ssea

ao redor dos implantes se da devido ao aumento da deposicao de Hidroxiapatita de

Célcio pelos osteoblastos irradiados pela terapia a laser de baixa poténcia (LOPES e

colaboradores, 2007).

Na avaliacdo da incorporacdo da hidroxiapatita de calcio e da qualidade do

tecido 0sseo ao redor de implantes dentarios em tibias de 14 coelhos apds aplicagédo
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da LLLT (830nm), Pinheiro e Gerbi (2006) verificaram através da espectroscopia
Raman ou microscopia eletronica de varredura (MEV) que o laser infravermelho
melhorou o reparo 6sseo. A razdo pelo qual o efeito do laser foi detectado somente
aos 30 dias apos a cirurgia, segundo os autores, deveu-se ao fato que, durante os
estagios iniciais de reparo 6sseo, 0 componente celular é mais proeminente e mais
propenso a ser afetado pela fotobiomodulac@o. Posteriormente, a matriz 0ssea se
torna o principal componente do tecido reparado. Dessa forma, a frequéncia de
aplicacdo de laser é importante, pois a irradiacdo € realizada durante a fase de
cicatrizacao celular, levando ao aumento do nimero de osteoblastos. Esta elevagdo
do numero de células resulta em uma maior deposicao de matriz 6ssea, que mais
tarde, ao ter a hidroxiapatita de célcio incorporada, caracteriza a maturacao do 0Sso

ao redor do implante.

Khadra (2005) realizou um trabalho baseado em uma série de investigagdes
in vivo e in vitro na tentativa de avaliar se apos a aplicacdo da LLLT haveria maior
interacdo celular aos tecidos adjacentes. Para tal, realizou cinco estudos: o primeiro
buscou avaliar o efeito da LLLT sobre o reparo 0sseo de defeitos 6sseos criados em
calvéaria de ratos, o qual trouxe como resultados que a LLLT acelera o metabolismo,
como também, a fase de mineralizacdo durante o reparo 6sseo. Baseado nas
evidéncias do primeiro estudo, um segundo trabalho foi realizado buscando-se
resolver a hipétese de que a LLLT poderia facilitar a interacdo entre implante e 0sso.
Assim, implantes osseointegraveis foram inseridos em tibias de coelhos e a
irradiacéo laser fora oferecida. Como resultado, verificou-se que a LLLT aumenta a
interacdo entre implante e o0sso ap0s um periodo de oito semanas de
osseointegracdo. No terceiro e quarto estudos, foram realizados modelos in vitro
comparando-se doses mltiplas ou Unicas de 1 a 3 J/icm? de LLLT (GaAlAs),
buscando-se avaliar qual a dose ideal a ser oferecida aos tecidos no intuito de se
aumentar a atividade celular, como também, a sua proliferacdo e adesédo celular
sobre implantes dentarios. Como resultado, obteve-se que tanto as doses multiplas
(1 a 3 J/icm?) quanto uma dose Unica (3 J/cm?) de laser de baixa poténcia podem
ativar essas propriedades. Um quinto estudo foi realizado, onde o objetivo fora
avaliar se a LLLT permitiria a ativacdo de células osteoblasticas derivadas de uma
cultura de osso alveolar humano em direcdo a amostras de implante de titanio.

Conclui-se, pois, que nas primeiras 96 horas ap0s aplicacdo do LLLT, a resposta
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celular era dose-dependente. ApOs a avaliacdo dessa série de estudos, presume-se
que a LLLT pode promover a aceleracdo na mineralizacdo e no reparo 6sseo,
promovendo um beneficio clinico-histolégico na promocdo da neoformacdo Ossea
em defeitos previamente criados. Também, esta tecnologia pode ser utilizada como
tratamento adicional para a aceleracdo no reparo 6sseo perimplantar, sendo que ela
pode modular os passos iniciais do crescimento e proliferacdo celular sobre a
superficie de titanio. Doses mudltiplas de LLLT podem aumentar a sua eficacia,
acelerando a adeséo e o comportamento de fibroblastos em direcdo a superficie do
implante. O uso de doses de LLLT entre 1 a 3 J/cm? pode modular a atividade celular
guanto a interacdo com o implante, facilitando a sua osseointegracdo e aumentado

as chances de sucesso do tratamento.

Na investigacéo do efeito da LLLT sobre os ostedcitos e a reabsor¢céo 0ssea da
regido perimplantar em 30 ratos da raca Holtzman, Pretel e colaboradores (2007)
observaram maior viabilidade do ostedcito quando da irradiacdo imediatamente apés
a colocacao do implante, tendo efeitos positivos sobre a osseointegracdo dos
mesmos. A taxa de reabsorcdo 6ssea normalmente néo € afetada pela laserterapia,
sugerindo que o tecido 0sseo vital esta em maior quantidade nas areas irradiadas,

esperando-se um reparo 0sseo perimplantar mais acelerado com o uso da LLLT.

Em investigacdo do potencial da LLLT na interacdo entre 0sso e implante,
Lopes e colaboradores (2007) demonstraram em 14 coelhos da raca New Zealand
gue a acado do laser aumentou a resisténcia mecanica da interface entre o implante e
0 0SS0 apoOs um periodo de reparo em aproximadamente oito semanas. Nesse caso,
a laserterapia promoveu o reparo e a mineralizacdo 6ssea, sendo clinicamente
benéfica na promoc¢édo da neoformacdo 6ssea em defeitos do esqueleto, podendo
ser utilizada como tratamento adicional na aceleracdo do reparo 6sseo perimplantar.
Verificaram, também, que o uso do laser com doses entre 1,5 e 3 J/cm? podem
biomodular a atividade celular interagindo com o implante, melhorando assim, a
cicatrizacdo do tecido e aumentando as chances de sucesso da osseointegracéo do

implante.

Jakse e colaboradores (2007) encontraram um efeito positivo com a utilizacéo
da laserterapia de baixa intensidade sobre a osseointegracdo de implantes em

maxila, observando-se uma maior superficie de contato entre osso e implante. No
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entanto, 0 mesmo estudo demonstrou que, apos a enxertia éssea da crista iliaca em
seio maxilar bilateral de ovelhas, a LLLT ndo apresentou resultados significativos
sobre integracéo do enxerto.

Pereira e colaboradores (2009) investigaram o efeito da irradiagédo por LLLT no
processo de reparo 6sseo ao redor de implantes inseridos em tibias de 12 coelhos.
Avaliaram a superficie de contato entre osso e implante (BIC — “Bone Implant
Contact”) e a area preenchida por osso (BA — “Bone Area”) na regido perimplantar.
Através da avaliacdo das laminas histoldgicas coradas com azul de toluidina, esses
autores concluiram que a laserterapia aumentou a superficie de contato entre 0sso e
implante comparando-se ao grupo controle, porém a area total de osso obtido foi

semelhante entre todos 0s grupos.

Jakse e colaboradores (2007) realizaram um trabalho buscando avaliar o
processo de osseointegracdo quando da fixacdo de implantes de titdnio apos
enxertia 6ssea em seios maxilares de ovelhas. Os autores notaram que apos a
aplicacdo da LLLT (75 mW, 680 nm, 3-4 J/cm?), em 16 semanas de pds-operatorio,
houve melhora no BIC. As mesmas consideracbfes podem ser atribuidas aos
resultados de um trabalho realizado por Pereira e colaboradores (2009), na qual
realizaram a insercdo de implantes em tibias de coelhos, avaliando o efeito da
laserterapia sobre o processo de reparo 6sseo perimplantar. Os autores verificaram
através da analise topografica com MEV, rugosidades homogéneas das amostras
sugerindo que a maturacdo Ossea fora processada mais rapidamente no 0sSso
irradiado. Da mesma forma, a avaliagdo esteriolégica sugeriu maior contato entre

0sso e implante no grupo irradiado.

Em um trabalho realizado por Kim e colaboradores (2007), os autores
buscaram investigar a acdo do laser sobre fatores locais e gerais que interferem na
proliferacédo, diferenciacdo e ativacdo dos osteoblastos e osteoclastos no processo
de neoformacdo Ossea. Entre os fatores analisados, estdo a osteoprotegerina
(OPG), o receptor do ativador de fator nuclear kB-ligante (RANKL) e o receptor do
ativador de fator nuclear-kB (RANK). O RANKL é o responsavel pelo processo de
diferenciacdo do osteoclasto, estimula a sua atividade e promove a reabsorcéo
O0ssea por meio da adesdo desta célula ao tecido 6sseo. O OPG combinado ao

RANK impede a fungdo do osteoclasato quando ligado ao precursor deste tipo
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celular. Dessa forma, os autores realizaram um experimento em 20 ratos Sprague-
Dawley com a instalac@o de pequenos implantes de 2.0mm X 3.5mm na tibia desses
animais, onde dos dois grupos estudados, apenas um recebeu a irradiagcdo com
laser (AsGaAl, 830 nm, 96 mW e dose total de 40.32 J). AplOs a realizacdo da
imunohistoquimica, os autores concluiram que quando da aplicacdo do protocolo de
laserterapia, a expressdo de OPG, RANKL e RANK apresentou maior expansao
metabdlica na atividade 6ssea e um aumento na atividade das células do tecido

0sseo, representando maior a¢do na neoformacao 6ssea do que no grupo controle.

Outro problema pesquisado na literatura € o efeito da laserterapia no reparo
perimplantar em osso baixa qualidade, ou em implantes de baixa estabilidade inicial
(PRETTO, 2004; CAMPANHA e colaboradores; MALUF e colaboradores, 2010). Em
um estudo realizado por Campanha e colaboradores (2010) em 30 coelhos da raca
New Zealand, onde os autores avaliaram o efeito do laser infravermelho sobre os
valores de torque de remocéo de implantes com baixa estabilidade inicial, puderam
verificar que a laserterapia promoveu a osseointegracdo de implantes com
estabilidade inicial pobre, especialmente quando aplicada nos estagios primarios do

reparo 6sseo, este sendo nas duas primeiras semanas de pos-operataorio.

Resultado semelhante foi apresentado em um estudo realizado por Maluf e
colaboradores (2010), onde foi feita a instalacdo de implantes em tibia de 24 ratos
da linhagem Wistar. Os implantes foram inseridos com um travamento inicial pobre e
0s animais do grupo experimental foram submetidos a seis sessdes de laserterapia
de baixa intensidade, através de laser infra-vermelho (795 nm) no pds-operatorio.
Apoés 14 dias do procedimento cirargico, os animais foram mortos e submetidos a
avaliacdo de torque de remocdo dos implantes das pecas 6sseas. Dessa forma,
pode-se verificar um efeito positivo no maior imbricamento entre 0sso e implante no

grupo irradiado com laser.

2.2 Laser no Reparo Osseo Perimplantar — estudos clinicos

Em um ensaio clinico randomizado duplo-cego, realizado por Garcia-Morales

e colaboradores (2012), oito pacientes foram selecionados para a colocacdo de
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implantes osseointegraveis em cavidade bucal, devido a algumas auséncias
dentarias. O procedimento cirirgico fora realizado por um cirurgido experiente, apos
adequado nivelamento, seguindo um protocolo estabelecido pelos autores. Todos os
implantes apresentaram estabilidade priméaria boa, acima de 40N, sendo que, além
disso, fora realizada mensuracao através da andlise de frequéncia de ressonancia
medida pelo quociente de estabilidade do implante (1ISQ). O protocolo de laser
utilizado (830nm, 86 mW e dose de energia de 92.1 J/cm?) foi feito através de 20
pontos pré-estabelecidos em torno do implante no lado experimental, sendo estes no
poés-operatodrio imediato e a cada 40 horas durante 14 dias (7 sessfes). O controle
clinico foi realizado através de exames radiogréaficos periapicais e mensuracao
periddica do 1SQ (10 dias, 3, 6, 9, 12 semanas). Segundo os resultados
apresentados pelos autores, ndo houve diferenga significativa entre o lado controle e

o lado experimental (estudo em boca dividida) quanto aos valores de ISQ.

2.3 MEV

Com o avancgo tecnologico na Odontologia, em que se utilizam implantes
dentarios para ancoragem de proteses na reabilitacdo bucal, ou mesmo de
estruturas faciais, ha a necessidade de constante avaliacdo dos aspectos biolégicos
da unido entre o0 0sso e os biomateriais (OTULAKOWSKA e colaboradores, 2006;
LOPES e colaboradores, 2007; PEREIRA e colaboradores, 2009; CAMPANHA e
colaboradores, 2010; GALLI e colaboradores, 2012). A Microscopia Eletrbnica de
Varredura € um recurso tecnolégico que permite observar a morfologia superficial do
biomaterial e dos tecidos. Obtém-se, assim, informacbes quantitativas e/ou
gualitativas para avaliacdo desta modalidade terapéutica (OTULAKOWSKA e
colaboradores, 2006; DEDAVID e colaboradores, 2007).

A MEV ainda é capaz de fornecer informacdes rapidas sobre a identificacdo de
elementos quimicos de amostras solidas. Os aparelhos mais atuais possibilitam
magnificacdo de até 300.000 vezes, conservando a profundidade de campo
compativel com a observacdo de superficies rugosas, assim como, uma alta
definicio de imagem no espectro de 1 a 5 nanbmetros. O método EDS
(Espectrometria de Raios-X por Dispersdo de Energia — ‘Energy-Disperse X-Ray

Spectroscopy’) disponivel em alguns dispositivos permite identificar a composicao
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quimica das substancias presentes na superficie, em pontos determinados das
amostras (DEDAVID e colaboradores, 2007).

A MEV pode ser utilizada em praticamente todas as especialidades da
Odontologia que visam a avaliacdo por varredura da superficie de componentes
organicos ou inorganicos. Possibilita, ainda, a avaliagdo dos componentes quimicos
desses materiais. Verificam-se, hoje, pesquisas nas é&reas de Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Faciais (LOPES e colaboradores, 2007), Ortodontia
(GALLI e colaboradores, 2012), Materiais Dentarios (OTULAKOWSKA e
colaboradores, 2006) e Implantodontia (VAQUERO-AGUILAR e colaboradores,
2012) que utilizam esta tecnologia. Suas vantagens incluem obtenc&do de imagens
em escala nanométrica, a possibilidade de avaliacdo quimica, bem como
capacidade elevada de magnificacdo. Além disso, permite a avaliacdo da superficie
de materiais tridimensionais nas mais diversas posi¢cdes, diferentemente, por
exemplo, de um microscopio eletrénico de transmissao ou microscopio optico, cuja
avaliacdo dos objetos € realizada em apenas duas dimensdes (DEDAVID e

colaboradores, 2007).

A MEV possibilita a avaliagdo da superficie amostral em dois tipos basicos de
visualizacao, o SE (elétrons secundarios — ‘Secundary Electrons’) e o BSE (elétrons
retroespalhados — ‘Backscattering electrons’). Na imagem em SE, através de
elétrons resultantes de baixa energia (<50 eV), formam-se imagens com alta
resolucdo (3 a 5 nm), sendo que o contraste € dado, sobretudo, pelo relevo da
amostra. Este é o principal modo de formacédo de imagem no MEV, possibilitando o
aumento de magnificacdo sem ocorrer perda na qualidade visual. JA no modo BSE,
os elétrons retroespalhados de alta energia, por serem resultantes de uma simples
colisdo elastica, provém de camadas mais superficiais da amostra. Logo, as
informacdes de profundidade contidas na imagem serdo poucas se comparadas com
a profundidade de penetracdo do feixe. A imagem gerada por esses elétrons fornece
diferentes informacdes em relacdo ao contraste que apresentam: além de uma
imagem topografica (contraste em funcéo do relevo) também se obtém uma imagem
de composicado - contraste em funcdo do numero atbmico dos elementos presentes
na amostra (DEDAVID e colaboradores, 2007).
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2.4 Esteriologia com Azul de Toluidina (BIC e BA)

Uma das diversas formas de avaliagdo dos trabalhos pré-clinicos é por meio
da andlise de interacdo entre o tecido 0sseo e o implante. O BIC ou interface de
contato entre 0sso e implante, possibilita a afericdo numérica da quantidade de
contato entre essas duas estruturas, possibilitando a comparacdo entre 0S grupos
guanto a osseointegracao dos implantes. Da mesma forma, o BA ou volume de 0sso
neoformado em uma determinada area, permite quantificar se em um determinado
espaco, aquele tecido apresenta-se em maior ou menor quantidade entre os grupos,
também avaliando, a osseointegracgéo.

Pereira e colaboradores (2009) realizaram um trabalho em 12 coelhos
adultos, onde inseriram, bilateramente, 24 implantes osseointegraveis e promoveram
a laserterapia de baixa intensidade no lado experimental. Realizaram, pois, a
esteriologia corando as laminas com azul de toluidina, avaliando BIC e BA nas trés
espiras mais cervicais. Os autores verificaram que a laserterapia aumentou o contato
entre 0sso e implante, mas ndo teve uma resposta significativa quanto ao volume de

0sso neoformado.
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2 OBJETIVOS

Avaliar as alteracbes no processo de reparo perimplantar em alvéolo do
incisivo inferior de coelhos apds extracdo seguida da insercdo imediata de um
implante osseointegravel, irradiadas ou ndo com laser de baixa intensidade, em

diferentes parametros. A avaliagdo ocorreu por meio de:

a) analise esteriolégica da interacdo entre 0sso e implante, para verificar de
forma quantitativa o contato Osseo-implante (BIC) e a éarea de
neoformacéo ossea (BA).

b) analise da superficie amostral por MEV, medindo de forma quantitativa o
contato 6sseo-implante (BIC) e a area de neoformagéo 0ssea (BA).

c) andlise por espectrometria de raios X por dispersdo de energia (EDS),
verificando a concentracdo de calcio na zona de contato entre 0sso e

implante.
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3 METODOLOGIA

3.1

3.2

3.3

Local de origem

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
Faculdade de Odontologia
Programa de Pés-graduacédo em Odontologia (PPGODO)
Mestrado em Clinica Odontolégica / Cirurgia e Traumatologia Buco-

Maxilo-Faciais

Locais de realizacao

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
Unidade de Experimentacdo Animal (UEA)
Unidade de Patologia Experimental (UPE)

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)

Centro de Microscopia e Microanalises (CEMM)

Universidade de Sao Paulo (USP)
Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB)

Laboratério de Pesquisa | do Centro Integrado em Pesquisa-1 (CIP-I)

Delineamento

Os autores apresentam um estudo experimental, controlado, em animais,

cego para algumas das variaveis.
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3.4 Respaldo Etico

Utilizaram-se amostras da pesquisa de Doutorado do Cirurgido-dentista
Luciano Mayer, cujo projeto foi apresentado e aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, recebendo em 21
de dezembro de 2011 a aprovacéo através do protocolo n°® 110449 (ANEXO 1). Da
mesma forma, o projeto que originou esta dissertacdo foi aprovado conforme o
CEUA do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, através do protocolo n° 120112
(ANEXO IlI) em 24 de maio de 2012.

Foram cumpridos os principios éticos para experimentacdo em animais, que
constam na Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca) que regulamenta e
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, respeitando-se também
os Principios Eticos na Pesquisa Experimental, determinados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal.

3.5 Paradigma

Este estudo pré-clinico foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional,
guantitativo, no delineamento experimental verdadeiro, com as amostras

selecionadas de forma aleatoéria.

3.6 Variaveis

3.6.1 Dependentes

a) Contato entre 0sso e implante
b) area de neoformacdo O0ssea entre as espiras

c) concentracdo de ions calcio na interface entre osso e implante
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3.6.2 Independentes

a) aplicagédo ou nao do laser
b) dosimetria do laser

3.7 Definicdo Conceitual

3.7.1 Laser de Baixa Poténcia (GaAlAs)

A palavra ‘LASER’ € um acrénimo para “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation” ou amplificacdo da luz por emissédo estimulada de radiacéo.
Constitui uma forma de radiacdo nao-ionizante, altamente concentrada, que, em
contato com os diferentes tecidos, resulta em efeitos fototérmicos, fotoquimicos e
nao lineares. A luz laser pode ser descrita como uma onda eletromagnética,
apresentando algumas caracteristicas ondulatérias que a identificam. Uma das
caracteristicas importantes do laser € o comprimento de onda, traduzida pela
distancia entre dois picos consecutivos de sua trajetoria, entidade que define a cor
da luz. Tal propriedade associada a frequéncia e a amplitude define a luz dentro do

espectro completo de ondas eletromagnéticas.

O laser em baixa intensidade como uma fonte de energia muito intensa e
monocromatica, ap6s absorvido, pode induzir a uma resposta tecidual. Através de
aplicacoes em doses adequadas, com comprimentos de onda ajustados aos sitios
celulares previamente determinados, pode-se observar que parte dessa luz é
refletida, parte é transmitida através do tecido, sem atenuacéo, resultando em algum
remanescente que é absorvido pelos componentes teciduais ou espalhado dentro do
préprio tecido, podendo ocasionar interacbes em locais distantes da regido de

aparente propagacéao da luz.
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3.7.2 Osseointegracao

O conceito de osseointegracao é definido como o contato direto entre 0 0sso e
a superficie do titnio (implante), sem a interposi¢éo de tecido mole, sendo também
denominada de anquilose funcional. Esse processo deve gerar um contato rigido e
assintoméatico entre ambas as estruturas, propriedades que serdo mantidas com o
estabelecimento de funcdo mastigatoria sobre as préteses implanto-suportadas.
Sabe-se, que para maiores chances de sucesso da osseointegracdo, um dos pré-
requisitos € uma estabilidade inicial adequada (BRANEMARK e colaboradores,
1969; BRANEMARK e colaboradores 1977; BRANEMARK e colaboradores, 1998).

3.8 Configuracdo da Amostra

A amostra desta pesquisa constituiu-se de 32 coelhos (justificativa do célculo
do tamanho da amostra — ANEXO Ill) da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus,
espécie Oryctolagus cuniculus, raca Nova Zelandia, variedade branco, machos,
pesando entre 3 e 4 kg e com idade compativel ao peso, clinicamente sadios,
selecionados aleatoriamente, provenientes da Unidade de Experimentacdo Animal
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — UFRGS.

As amostras foram utilizadas em conjunto com a pesquisa do aluno de
doutorado do Programa de POs-Graduacdo da Faculdade de Odontologia da
PUCRS, Cirurgido-dentista Luciano Mayer, cujo projeto foi aprovado no CEUA/HCPA
através do n° 110449, coordenado pela Profa. Dra. Deise Ponzoni. Também em
conjunto com o mestrando Fabricio Poletto Massotti, da Faculdade de Odontologia
da UFRGS.
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3.9 Distribuicdo dos Grupos

Os animais foram identificados e distribuidos de forma aleatéria em quatro
grupos distintos, sendo um grupo controle (C) e trés grupos experimentais El, Ell,
Elll, diferenciados pela dosimetria energética da laserterapia.

3.10 Instalacdes

A manutencdo dos animais, os procedimentos cirlrgicos, as aplicacdes do
laser de baixa intensidade, bem como todos os procedimentos que envolveram 0s
animais foram realizados na Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, através da supervisdo direta da Médica Veterinaria Dra.
Fabiola Schons Meyer (CRMV-9721), responsavel técnica pela UEA.

Todos 0s animais passaram, previamente a cirurgia, por um periodo de cinco
dias para ambientacdo na UEA. Os coelhos permaneceram em gaiolas individuais
suspensas, evitando o contato direto com fezes e urina, durante todo o periodo do
experimento (Figura 1).

i

Figura 1- Unidade de Experimentacéo animal

Ml .. JM\““-.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Os animais foram alimentados com dieta sélida’ e a 4gua fornecida ad libitum.
As instalagbes eram climatizadas, mantendo-os sob condigdes normais de
iluminacdo, umidade e temperatura. Todas as gaiolas foram devidamente
etiquetadas durante todo o periodo do experimento, conforme o grupo a que
pertenciam os animais. Além disso, todos 0s animais receberam uma identificagcao
na forma de brinco? colocado na orelha esquerda, identificados por cor de acordo
com 0 grupo a que pertenciam e numerados de 1 a 8 (Figura 2).

Figura 2- Identificacdo dos animais através de brinco com a marcacao do grupo e do numero do
animal.

=

Fonte: Dados da Pesquisa.

3.11 Procedimento Cirurgico

A intervencéo cirurgica foi sempre realizada pelo mesmo pesquisador, nivelado
antecipadamente, com o0 objetivo de padronizar o procedimento cirargico. O

nivelamento fora realizada previamente em um estudo-piloto com quatro coelhos.

Os procedimentos cirargicos foram realizados no bloco cirdrgico da Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA/HCPA), sendo

este ambiente separado do ambiente de criacdo. Assim sendo, 0s animais n&o

! Linha Natural, Purina®, Nestlé Brasil Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil.
% Agrobrinco® Produtos Agropecudrios Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil.
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ficaram expostos ou sob tensdo de ruidos, odores e até mesmo a visdo dos

procedimentos que foram realizados.

Todas as etapas dos procedimentos clinicos e anestésicos foram realizados
por uma Médica Veterinaria®, que acompanhou o pré-operatdrio, transoperatorio e
poés-operatdrio dos animais.

Logo apos a afericdo do peso, na sala de pré-anestesia, os 32 animais foram
anestesiados por meio de injecdo intramuscular de Dopalen® (Cloridrato de
Ketamina)*, na dose de 40 mg/kg de peso e de Cloridrato de Xilasina®, 3 mg/kg de
peso. ApOs dez minutos da indugdo anestésica, realizou-se a tricotomia da regido
submentoniana e a antissepsia da regido do incisivo inferior esquerdo com
digluconato de clorexidina a 2%°. Posteriormente, foi realizada, na regido do alvéolo,
uma infiltracdo de 0,5 ml de lidocaina a 2%’ com epinefrina na proporcéo de
1:100.000 para anestesia e vasoconstricao local.

Procedeu-se, entdo, a sindesmotomia, a luxacdo e a exodontia do incisivo

inferior esquerdo com o auxilio de um férceps infantil n° 5 & (Figura 3).

Apés a exodontia, o alvéolo foi irrigado abundantemente com solucéo salina de
soro fisiolégico 0,9%° e a seguir preparado para colocacdo de um implante
osseointegrado de 3,25mm de diametro por 11,5 mm de comprimento, conicos,

auto-rosqueaveis, com superficie Nanotite®°, comercialmente disponiveis e

adquiridos especialmente para esta pesquisa junto a empresa Odontodis®**.

Toda sequéncia de fresagem (perfuracdo 6ssea com broca) foi realizada de
forma gradativa, intermitente e precisa, seguindo a sequéncia de fresas preconizada
pelo fabricante - Biomet 3i®, na velocidade de 1200 rpm e torque de 30 N/cm,

usando um contra-angulo redutor de 20:1, modelo Koncept da marca Kavo®,

® Dra. Fabiola Mayer CRMV-9721, Médica Veterinaria da Unidade de Experimentagdo Animal do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Ketamin®, fabricado por Divisédo Vetbrands Saude Animal, Sdo Paulo, SP, Brasil.

Anasedan®, fabricado por Divisdo Vetbrands Saude Animal. S&do Paulo, SP, Brasil.

FGM Produtos Odontoldgicos. Joinville, SC, Brasil.

Probem Laboratério de Produtos Farmacéuticos e Odontoldgicos Ltda, Catanduva, SP, Brasil.

Forceps Odontolégico Infantil n°5. EDLO S/A. Canoas, RS, Brasil.

Solugéo isotdnica de Cloreto de Sédio a 0,9%, estéril, apirogénica. BAXTER Hospitalar Ltda.,Sao
Paulo, SP, Brasil.

' Implante Nanotite® - BIOMETS3i - Riverside Drive, Palm Beach Gardens, FL, EUA.

' Odontodis® - Representante oficial de Biomet 3i para o Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,

Brasil.

© 0 N o 0o b
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conectado ao motor elétrico digital Driller®, modelo BLM 600, com uma constante e
intensa irrigacdo externa usando solucao fisiolégica estéril de cloreto de sodio a
0,9%, evitando o superaquecimento 0sseo.

Figura 3- Procedimento cirlirgico de extracao dentaria do incisivo inferior esquerdo: A) infiltracdo
anestésica com vasoconstritor; B) sindesmotomia; C) e D) luxacao e extracdo do dente.

Fonte: Dados da Pesquisa.

A perfuracdo Ossea foi realizada na regido mais profunda do alvéolo utilizando
a sequéncia de brocas do kit cirirgico Biomet 3i®. Assim, todos os alvéolos foram

preparados obedecendo-se a seguinte sequéncia (Figura 4):

1- fresa com ponta em forma de langa para marcacao inicial da perfuracdo
(ACT® Pointed Starter Drill -ACTPSD);

2- fresa com formato helicoidal de 2,0 mm de diametro (2mm Twist Drill) com
penetracdo de 11,5mm (comprimento dos implantes);
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3- fresa com formato cénico de 3,25 mm de didmetro (3.25mm Quad Shaping
Drill - QSD3211) com penetracao de 11,5mm (comprimento dos implantes);

4- insercdo do implante Nanotite® com 3,25 mm de diametro por 11,5mm de
comprimento utilizando montador especifico (Handpiece Connector -
MDR10) para insercdo com o contra-angulo, na velocidade de 20 rpm e

com o torque de insercao de 30N.

Figura 4- Procedimento cirlrgico de insercdo de um implante osseointegravel: A) e B) insercédo do
implante imediatamente apds a extracao do incisivo inferior esquerdo até o travamento em 30 N; C)
marcacgdo com caneta dermografica na basilar mandibular do lado esquerdo de onde seria o longo eixo
do implante para facilitar a irradiacdo medial e lateral com LLLT; D) demonstracdo da posi¢ao
tridimencional do implante em relacéo as paredes 6sseas medial e lateral, assim como, alveolar e
basilar.

Fonte: Dados da Pesquisa.

O travamento inicial dos implantes foi padronizado de acordo com a

programacdo do torque de insercdo no motor elétrico digital Driller® em 30N e a
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colocacdo dos mesmos com o contra-angulo garantiu que todos tivessem o0 mesmo

travamento no momento inicial.

Foi utilizado um conjunto de fresas para cada grupo (oito implantes),
objetivando evitar o aquecimento 6sseo devido ao desgaste das fresas, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Finalmente, o leito cirdrgico foi suturado com um fio agulhado mononylon

Ethicon'? 4-0. A sutura foi removida apés sete dias em todos os animais.

O procedimento foi repetido de forma idéntica para todos os coelhos: a regiao
do alvéolo do incisivo inferior esquerdo recém-extraido recebeu um implante

osseointegrado nanotexturizado medindo 3,25 x 11,5mm.

Todos os animais receberam imediatamente apos o término dos procedimentos
cirdrgicos a terapia medicamentosa composta de analgésico com Tramadol™
(aplicado via intramuscular, 5 mg/kg, no pos-operatorio imediato e uma segunda
dose 24 horas ap0s) e para o controle de possiveis infeccbes pés-operatoérias foi
utilizado Enrofloxacino (aplicado via intramuscular, 5mg/kg, uma vez ao dia,

durante trés dias).

3.12 Irradiagdo com Laser

Os animais foram irradiados com laser GaAlAs™ (Arseneto de Galio e
Aluminio), de diodo infravermelho com meio ativo, com comprimento de onda de
830nm, de forma pontual, com poténcia de 50mW, no modo de emissao continua, a
cada 48 horas, num total de sete sessdes de aplicacéo, totalizando 13 dias de tempo
total de tratamento (Tabela 1 e 2). A ponta do aparelho foi posicionada sobre a
basilar da mandibula, por via extra-bucal, perpendicular ao implante, em dois pontos

— mesial e distal a este (Figura 5). Os animais nao irradiados (grupo controle - C)

2" Fio monofilamentado 4.0 (45cm), agulha Ethiplast E-16 com curvatura de 3/8 e comprimento de

1,65cm, fabricado pela Ethicon® - Johnson & Johnson.
¥ Tramal® 50mg Injetavel, produzido por Unido Quimica, Embu-Guacu, SP, Brasil.
14 Zelotril 10%, produzido por Agener Unido, Embu-Guacu, SP, Brasil.
'® Thera Lase®, DMC Equipamentos Ltda., Sao Carlos, SP, Brasil.
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foram submetidos a uma simulagdo da irradiagdo com o aparelho desligado,

passando pela mesma rotina dos animais irradiados.

Figura 5- Aplicagédo da LLLT: A) a medial e B) a lateral do longo eixo do implante sobre a basilar
mandibular esquerda do coelho.

Fonte: Dados da Pesquisa.

De acordo com as regulamentacdes brasileiras, em especial a resolucdo CFO-
82/2008 de 25 de setembro de 2008, que regulamenta o uso da laserterapia pelo
Cirurgido-dentista, o laser foi aplicado em local isolado, com caracteres e simbologia
internacionais para area em uso ou presenca de irradiacdo, observando-se 0s

procedimentos de seguranca recomendados.

Tabela 1: caracterizacdo dos grupos.

Grupo Caracteristicas Tamanho
Grupo C controle (exodontia + implante sem laser) 8 animais
Grupo El exodontia + implante + laser (10J/cm?) 8 animais
Grupo Ell exodontia + implante + laser (5J/cm?) 8 animais
Grupo EllI exodontia + implante + laser (20J/cm?) 8 animais

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Para padronizar os experimentos, os animais do grupo C, El, Ell e Elll foram
submetidos ao procedimento cirtrgico de exodontia do incisivo inferior esquerdo e
colocacgdo imediata de um implante osseointegravel no respectivo alvéolo, criando

uma condigao inicial de similaridade entre os quatro grupos.

Tabela 2: Parametros do laser

PARAMETROS C El Ell Ell
Tipo de luz laser - GaAlAs GaAlAs | GaAlAs
Ponténcia (mW) - 50 50 50
Comprimento de onda (nm) - 830 830 830
Pulso - continuo | continuo | continuo
Pontos de irradiacéao 0 2 2 2
N° de aplicacBes por ponto 0 1 1 1
Energia por ponto (J/cm?) 0 5 2.5 10
Denada;l;:ggl (ij]/ecre;]r;)ergla por 0 10 5 20
Tempo de irradiacéo por ponto 0 101 51 201
(segundos)
Dose total (J/cm?®) em 2 sessdes 0 70 35 140

Fonte: Dados da Pesquisa.

3.12.1 Grupo Experimental El

Este grupo recebeu irradiacdo laser por um tempo de um minuto e 41
segundos, ajustado automaticamente pelo aparelho apdés a determinacdo dos
demais parametros, sendo que as doses pontuais foram de 5 J/cm?. A dose total por
sessdo foi de 10 J/cm?. A irradiacéo foi realizada a cada 48 horas, num total de sete

sessdes de aplicacdo, totalizando 70 J/cm? (Tabela 3).
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3.12.2 Grupo Experimental Ell

Os animais pertencentes ao grupo Ell receberam doses pontuais de 2,5 J/cm?,
correspondendo a um tempo de aplicacdo de 51 segundos. A dose total por sesséo
foi de 5 J/cm®. A irradiac&o foi realizada a cada 48 horas, num total de sete sessées
de aplicacao, totalizando 35 J/cm?.

3.12.3 Grupo Experimental Elll

Os animais deste grupo receberam irradiacdo a laser por um tempo de trés
minutos e 21 segundos, com doses pontuais de 10 J/cm?®. A dose total de laser por
sessdo foi de 20J/cm?. A irradiacéo foi realizada a cada 48 horas, num total de sete
sessdes de aplicacdo, totalizando 140 J/cm?.

Tabela 3: Protocolo de irradiacdo com laser AsGaAl (doses por sessao e por grupo).

GRUPO TEMPO POR SESSAO DOSE POR SESSAO
C 00:00:00 0J/cm?
El 00:01:41 10J/cm?
Ell 00:00:51 5J/cm?
Elll 00:03:21 20J/cm?

Fonte: Dados da Pesquisa.

3.13 Esteriologia

Quarenta e cinco dias ap6s o procedimento cirdrgico e 30 dias ap6s a ultima
aplicacdo da LLLT, os animais receberam sedacdo (mesmo protocolo utilizado na

etapa cirGrgica) por meio de sobredose anestésica de Propofol*® na dose de 1mg/kg,

'® Lipuro 1% 10 mg/ml. Laboratérios Braun SA, S&o Gongalo, Rio de Janeiro, Brasil.
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seguida da injecdo de Cloreto de Potassio’’ 10%, na dose de 1ml/kg, provocando
morte por parada cardiaca.

Apés a morte dos animais, a mandibula foi ressecada totalmente e
dispensadas em potes com solugdo de Formol 10% neutro e tamponado durante um
periodo de 72 horas, onde, posteriormente, fez-se o processamento e o preparo das
amostras para andlise por MEV (08 amostras) e esteriologia (24 amostras).

Assim, as 32 pecas foram seccionadas na regido de sinfise mandibular, entre o
incisivo central direito e o implante osseointegravel inserido a esquerda, permitindo
que se obtivessem uma hemi-mandibula direita e uma hemi-mandibula esquerda.
Na hemi-mandibula do lado esquerdo, onde foi instalado o implante osseointegravel,
realizou-se um segundo corte com finalidade de se obter apenas a area 6ssea
associada ao implante. Para tal, realizou-se uma osteotomia com um disco de aco
diamantado®® para peca reta em baixa rotacéo, sob irrigacdo constante com agua
para injecdo, onde se obteve um corte 6sseo padronizado exatamente a distal do
primeiro molar inferior esquerdo daquela hemi-mandibula, assegurando a
manutencao total do implante em meio ao tecido 6sseo (Figuras 6, 7 e 8).

Figura 6- Ressecgéo total da mandibula dos coelhos, fixagao por 72 horas
em formol 10% neutro e tamponado e remocéao total dos tecidos
circunjacentes ao tecido 6sseo.

Fonte: Dados da Pesquisa.

" KCl 10%. Isofarma Industrial Farmacéutica Ltda. Precabura Eusébio, Ceara, Brasil.
'8 Disco diamantado, 45 mm, Galaxy™ Diamond Disc, City of Commerce, CA, EUA.
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Figura 7- Demarcagédo das amostras para osteotomia. Realizou-se na
regido distal ao primeiro molar esquerdo da amostra.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 8- Osteotomia da mandibula: A) todas as amostras foram seccionadas na distal do primeiro
molar; B) Manutencao do implante osseointegravel completamente recoberto por tecido ésseo.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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A seguir, 24 pecas foram desidratadas em concentracdes sucessivas de alcool
(70%, 80%, 90% e 100%), recebendo o seguinte preparo conforme protocolo
previamente estabelecidos (ARAUJO, STANCARI, ARAUJO, 2012):

e 1°banho — alcool 70% durante 7 dias;
e 2°%banho — alcool 80% durante 7 dias;
e 3°%banho — alcool 90% durante 7 dias;

e 4°banho — alcool absoluto durante 7 dias.

Posteriormente aos passos iniciais, procedeu-se a infiltracdo da resina LR
White médium grade'® colocando a amostra completamente embebida pela solucédo

em fracos de filme fotografico circulares com dimensdes de 50x35 mm, sendo:

e 1° banho — 50% de alcool absoluto com 50% da mistura da resina
durante 7 dias;

e 2° banho — 30% de alcool absoluto com 70% da mistura da resina
durante 7 dias;

e 3° banho — 10% de alcool absoluto com 90% da mistura da resina
durante 7 dias;

e 4° banho — 100% da mistura da resina durante 7 dias (Figura 9).

e Termopolimerizacdo da resina em forno® convencional, a 64°

Celsius, por um periodo de 24 horas ininterruptas (Figura 10).

19| R White Embedding Resin Kit — Medium Grade. EMScience, Hatfield, Filadélfia, Estados Unidos.
“ Forno Diplomata Fischer®, Brusque, SC, Brasil
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Figura 9- Desidratacé@o das pec¢as: manutencdo das 24 amostras imersas em solucéo de
alcool e resina LR White.

Fonte: Dados da Pesquis —

Figura 10- Polimerizagdo das amostras: A) Acondicionamento das pecas 6sseas em frascos
especificos e imersdo em 100% de resina LR White; B) Termopolimerizagdo em forno convencional
por 24 horas a 60°C.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Antes do corte das amostras, realizou-se um desgaste em torno de toda a peca
em um recortador de gesso?}, levando-a do formato circular para o quadro. Também,

almejou-se a quase exposicdo da porcdo mais cervical do implante até que se

! Recortador de gesso Protécni, equipamentos e tecnologia. Araraquara, S&o Paulo, Brasil.
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observasse 0 hexagono externo do mesmo (Figura 11). Este procedimento visava
facilitar a colagem das mesmas nas laminas, assim como, permitir o paralelismo do
implante com a serra, fato que garantiria o corte no longo eixo deste implante e a

visualizacdo do mesmo por completo (Figura 12).

Figura 11- Recorte das amostras: A) Peca dssea recém polimerizada em formato
circular; B) Recorte da resina em um recortador de gesso.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 12- Avaliagdo da resina polimerizada: A) Apds recorte da peca, avaliou-se o paralelismo
das amostras em relagdo a lamina de acrilico; B) Observa-se o cuidado na realizagdo do desgaste
fazendo com que o implante ficasse paralelo a uma das superficies da resina.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Apébs a identificacdo das pecas, procedeu-se a colagem da amostra em uma
lamina de acrilico® (dimensdes de 50x100x2mm), visando facilitar o corte o corte
com micrétomo Exakt?®, especifico para corte de associacdo de metal e tecido

organico (Figura 13 e 14).

Figura 13- Colagem da peca nas laminas de acrilico com cola rapida.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 14- Colagem da peca em duas superficies de acrilico: a |amina inferior
tinha dimensGes maiores para facilitar a acoplagem no micrétomo. A lamina
colada na superficie superior da peca € de tamanho convencional.

Fonte: Dados da Pesquisa.

2 Emporium Acrilicos®. Laminas de acrilico para histologia 50x100x2mm. Bauru, S&o Paulo, Brasil.
Micrétomo Exakt Diamond Band Saw, Diamond Cutting Band, 0,2mm, D64, Nordestedt,
Schleswing-Holstein, Alemanha.
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A lamina com dimensdes maiores permitiu melhor adaptagcdo do conjunto no
micrétomo, por meio de vacuo. Ainda preservou o adequado paralelismo entre o
longo eixo do implante e a superficie desta lamina. Posteriormente, procedeu-se um
breve lixamento com lixa de granulagcéo 1000, objetivando a exposi¢cdo do implante o
gue facilitaria o corte das laminas propriamente ditas.

Assim, obtiveram-se sec¢des com aproximadamente 200um de espessura, em
velocidade calibrada, até chegar a regido de interesse para andlise. A seguir, as
pecas eram colocadas em uma politriz metalografica EXAKT?* para realizagéo de
desgaste?® (lixas de granulacéo 600, 1000 e 1500) e polimento® (lixa de granulacéo
2000) até que se chegasse a uma espessura semelhante a 30um, sem arranhdes

profundos na amostra, fatores determinantes para coloracdo das laminas.

Esta etapa foi realizada no Laboratorio de Pesquisa I, componente do Centro
Integrado de Pesquisa-1 (CIP-1), na Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB/USP),
em Bauru, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, Brasil.

3.13.1 Realizacao das laminas e coloracdo com azul de toluidina

Para a realizacdo do corte das amostras para confeccdo das laminas
histoldgicas, as mesmas foram posicionadas®’ (dimensbes de 25x75x2mm) em
laminas de acrilicos e fixadas com cola rapida®®. As mesmas foram mantidas sob
pressdo de 180 gramas, durante dois minutos. Assim, posicionava-se a lamina no
micrétomo para realizacdo do corte, sob irrigacdo constante de agua e velocidade

calibrada no aparelho (Figura 15 e 16).

%4 politriz Metalografica Exakt, Nordestedt, Schleswing-Holstein, Alemanha.

* Lixas d"agua para lixamento, Carbureto de Silicio, 230x280mm, Norton, Guarulhos, Sdo Paulo,
Brasil.

* Lixas d"agua para polimento, Carbureto de Silicio, 230x280mm, Norton, Guarulhos, Sdo Paulo,
Brasil.

" Emporium Acrilicos®. Laminas de acrilico para histologia 25x75x2mm. Bauru, S&o Paulo, Brasil.

%8 Adesivo Instantaneo. Scotch Bond®. 3M do Brasil Ltda. Sumaré, S&o Paulo, Brasil.



Figura 15- Micrétomo Exakt: Diamond Band Saw, Diamond
Cutting Band, 0,2mm, D64, Nordestedt, Schleswing-Holstein,
Alemanha.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 16- Corte da lamina no micr6tomo Exakt, o qual se
obtinha uma lamina de aproximadamente 200 micrdmetros.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Ao final do corte, obtinha-se uma lamina com espessura igual a 200um, ainda

sem condic¢des de coloracao e de visualizacdo em microscopio éptico (Figura 17).

Figura 17- Primeiro corte no micrétomo Exakt: a espessura obtida era de
aproximadamente 200 micrébmetros.

......

Fonte: Dados da Pesquisa.

Assim, levava-se novamente a peca a politriz metalografica Exakt para refinar o
lixamento e o polimento (Figura 18). Dessa forma, lixava-se a amostra até que se
chegasse a espessura de 50um, sendo promovida o polimento até que se chegasse
a 30um, sempre realizando-se a avaliacdo da espessura da amostra por meio de um
espessimetro digital de precisdo® (Figura 19). O aspecto final da lamina realizada, a
olho nu, dava-se pela auséncia de riscos profundos na superficie do implante e do

tecido 6sseo.

# Espessimetro digital de Precisdo, 0-25mm, de 0.001mm, Cooland Proof. IP 65. Mitutoyo, Santo
Amaro, S&o Paulo, Brasil.



Figura 18- Politriz metalografica Exakt (Nordestedt, Schleswing-
Holstein, Alemanha) promovia o lixamento e o polimento gradual da
peca até atingir 30 micrémetros de espessura.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 19- Mensuracao da lamina em um micrémetro de preciséo.
Verifica-se que a espessura obtida foi de 30 micrébmetros.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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A seguir, as 24 laminas foram submetidas a um protocolo especifico de

coloracdo em azul de toluidina realizada na Unidade de Patologia Experimental

(UPE), no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,

em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil, sob a orientacdo da médica patologista,

chefe deste setor.

Esta coloragéo foi realizada da seguinte maneira (Figura 20):

a)

b)

f)

g9)
h)

I*° durante 15 minutos

Colocagéo das 24 laminas em solucdo de xilo
sendo cinco minutos em trés cubas distintas.
Colocacdo em solucao de alcool absoluto em quatro cubas distintas,
passando rapidamente pelas trés primeiras e mantendo na quarta cuba
as laminas por um periodo de 3 minutos.

Lavagem abundante das laminas em agua destilada.

Realizac&o da diluicdo do corante em pé de 1g azul de toluidina® em 10
ml de &gua, obtendo-se uma solucdo de azul de toluidina a 10%.
Manteve-se o corante sobre a lamina durante dois minutos.

Lavagem abundante das laminas em agua destilada.

Colocacéo das laminas em alcool absoluto através de uma passagem
rapida sobre a solucdo apenas para remover o excesso do corante e
fixar o mesmo sobre o tecido 0sseo.

Passagem das laminas sobre duas cubas de xilol.

Remover o excesso de cola rapida que foi plastificada pelo xilol através
de uma pin¢ca metélica.

Colocagéio de Balsamo do Canada® e de uma laminula®.

% Xilol. Quimesp Quimica Ltda. S&o Paulo, SP, Brasil.

%1 | ABSYNTH Produtos para Laboratoérios Ltda. Diadema, S&o Paulo, Brasil.
%2 Balsamo do Canada. Quimesp Quimica Ltda. Sao Paulo, SP, Brasil.

¥ LLaminula de 24x40mm. Cequimica. Fortaleza, CE, Brasil.
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Figura 20- Passos do protocolo de coloracdo com azul de toluidina: A) Colocacao das laminas em
alcoois; B) Colocacgéo das laminas em solucao de azul de toluidina 1%; C) Colocacgéo da laminula
sobre a lamina recém corada através do uso de balsamo do Canada; D) Aspecto macroscépico da

lamina recém corada.

' v,,_t‘l (8 ' T
Fonte: Dados da Pesquisa.

Posteriormente, a analise das laminas foi realizada através de microscopia
Optica de luz, por examinador cegado. O microscépio éptico convencional possuia
uma camera acoplada, sendo que as imagens obtidas eram diretamente passadas
para um computador. A cépia das imagens foram realizadas em um programa

especifico® vinculado ao microscépio, que possibilitou fotos de elevada qualidade,

% Software QCapture Pro, High Performance Digital Imaging, Qimaging Corporation, Canada



60

em 300 dpi, com dimensdes de 2560 x 1920, com tamanho médio de 14 MB (Figura
21).

Figura 21- Captura das imagens em Microscépio Optico Olympus®: A) Computador acoplado e um
microscopio éptico e camera que faz a digitalizacao das imagens; B) Imagem da superficie entre osso
e implante, em 200x de aumento, com coloracdo em azul de toluidina.

Fonte: Dados da Pesquisa.

O aspecto histomorfométrico das pecas 6sseas submetidas a irradiacdo com
laser, bem como das pecas 6sseas do grupo controle foram descritos levando-se em
consideracdo a interacdo entre as superficies do osso e do implante, avaliando a
guantidade de contato entre essas duas estruturas (BIC) e o volume de osso

neoformado entre as espiras (BA).

As medidas obtidas de cada tecido foram transferidas para tabelas. Os valores
foram transportados para o programa Microsoft Excel®, inseridos nas tabelas
definitivas e submetidos a analise estatistica por meio do programa SPSS (Statistical

Package for Social Sciences) para Windows® 7 (Microsoft Corporation, EUA).

A analise esterioldgica foi realizada respeitando o cegamento proposto na
metodologia. As laminas foram codificadas para garantir que, durante a leitura, os

examinadores desconhecessem a qual grupo pertencia, sendo que dois
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examinadores foram calibrados para realizar esta etapa. Para isto, a cada 20
laminas observadas, o examinador repetiu, individual e separadamente, a
observacéo de 10 Iaminas, comparando as medidas obtidas entre as observacgoes e
aplicando o método de concordancia de Bland-Altman intraexaminador a fim de
verificar a congruéncia das medidas. Da mesma forma, compararam-se os valores
interexaminadores, também, pelo mesmo teste. Em ambas as avaliacdes, houve
concordancia intra e inter-examinador com resultado de semelhanca excelente entre

os avaliadores, com 95% dos valores dentro do limite de concordancia.

Para o calculo das regides previamente selecionadas, areas de contato entre
0sso e implante, as imagens adquiridas em microscépio 6ptico®® equipado com
camera digital acoplada® foram analisadas por dois softwares especificos: o
UTHSCSA Image Tool® (versdo 3.0), para obtencdo das medidas lineares de
contato osso-implante. O programa quantifica o tecido 6sseo na lamina,
estabelecendo a quantidade 6ssea em relacdo a densidade Ossea. Esses valores

séo fornecidos em milimetros (mm) e milimetros quadrados (mm?).

De posse das imagens obtidas através da microscopia Optica e carregadas no
programa UTHSCSA Image Tool® (versdo 3.0)*’, a imagem do implante foi dividida
em trés tercos, onde foi realizada mensuracéo nos tercos cervical, médio e apical, 0s
guais contemplam o corpo do implante. Desta forma, escolheram-se as espiras n°1,
n°5 e n°9, em geral as que continham maior formacédo 6ssea, evitando-se locais que
apresentassem vazios 0sseo0s ou descolamento da unido osso-implante. Reforcando
gue objetivo foi o de aferir a area de osso neoformado entre as espiras de cada

regido, como também, o contato entre implante e osso.

3.14 Avaliacéo por MEV

Oito amostras foram fixadas em formol 10% neutro tamponado por um periodo
de 72 horas. Posteriormente, foram colocadas individualmente em frascos

tampados, identificados conforme o grupo, passando pelas seguintes fases de

% Olympus Canada Inc. Microscope Optical Bx51. Qimaging Corporation, Canada.
% camera QColor 5, RTV. Olympus Canada Inc. Qimaging Corporation, Canada.
3" UTHSCA ImageTool for Windows, vers&o 3.0. Copyright 1995-2000, San Antonio, Texas, EUA.
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preparo: lavagem, desidratacdo, dessecacao, imersdao em resina, corte, polimento,
metalizacao e, por fim, avaliagdo em MEV.

As pecas passaram por um processo de lavagem através do uso de solugéo
tamp&o composta de fosfato 0,2 molar®® associado & 4gua destilada na proporcéo de
1:1. Nesta fase, o material passou por trés lavagens de 30 minutos cada. A seguir, a
desidratacdo constou de seis lavagens com alcool** nas proporcées de 30% (10
minutos), 50% (10 minutos), 70% (10 minutos), 90% (30 minutos) e 100% (30
minutos). Na dessecacdo, as amostras foram enroladas em papel toalha,
identificadas e colocadas em uma camara de baixo vacuo composto por silica gel
qgue fez a absorcéo lenta dos liquidos que estavam no interior dos tecidos. O tempo
desse procedimento foi de dois dias (Figura 22).

Figura 22- Desidratacéo das oito pecas para MEV: as amostras de osso/implante
passaram em diferentes concentragfes de alcool.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Na sequéncia, as amostras foram embutidas em resina acrilica’® especifica
para preparo em MEV, através do uso de pequenos frascos que comportam 20 mi
de solucéo, sendo colocados para polimerizar em um forno convencional a 60° C por
48 horas (Figura 23).

% Phosphate Buffered Saline 1x (PBS pH 7.4). GIBCO®, Grand Island, Nova lorque, EUA.

% F.maia Industria e Comércio Ltda., Cotia, SP, Brasil.

40 EMBed-812 Embedding Kit. Electron Microscopy Sciences. EMSdiasum, Industry Road. Hatfield,
Filadélfia, EUA.
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Figura 23- Imersédo das pecas para MEV em resina especifica: A) Colocagao das amostras em
frascos especificos imersas em resina EMBed-812, especifica para MEV; B) Termopolimerizacao da
resina a 60° Celsius, por 48 horas, em forno convencional.

As pecas foram seccionadas no sentido do longo eixo do implante usando uma
serra diamantada** com 0.3 mm de espessura. Cada corte tinha um tempo médio de
trés minutos, sendo que a irrigacdo era feita constantemente com agua destilada e
solucao aditiva anticorrosiva*? (Figura 24).

Figura 24- Corte da amostra sendo realizada em serra Logitech (AXL1 Precision Annular Saw), a
1000 rpm sob irrigacdo constante. Objetivou-se a sec¢@o no longo eixo do implante.

Fonte: Dados da Pesquisa.

*1 Logitech AXL1 Precision Annular Saw. Logitech® Materials Technologists & Engineers. Glasgow,

Escécia, Reino Unido.
2 Aditivo anti-oxidante PANTEC ADITOM®. PANAMBRA Industria e Técnica S.A. Distribuido por
REDsul, Viamao, RS, Brasil.
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Todas as amostras foram lixadas e polidas com lixas de carbureto de silicio*®
variando o tamanho de gréo entre 150-4000, sempre, sob irrigacdo constante de
agua destilada. Novamente, as pecas 0sseas passaram por nova dessecacdo em
uma camara de baixo vacuo composto por silica gel que fez a absor¢éo lenta dos
liquidos que estavam no interior dos tecidos por um tempo total de 14 dias (Figuras
25).

Figura 25- Lixamento e Polimento das pecas para MEV: A) lixamento das amostras através das
granulacdes 150, 220, 320, 400 e 600; B) polimento foi realizado em lixas de granulacdo 1000, 1500
e 2000, sendo posteriormente levadas a feltros com pasta diamantada.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Dessa forma, todas as amostras seccionadas foram enviadas ao Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
para serem preparadas através da técnica de metalizacdo* em ouro, por meio de

duas intervencdes de duas horas cada (Figura 26).

As pecas foram, entdo, submetidas a analises por Microscopia Eletrbnica de

Varredura e Espectrometria de Raios-x por Dispersédo de Energia.

3 Lixas d"agua, Carbureto de Silicio, 230x280mm, Norton, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil.
* BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater. Capovani Brothers Inc, Nova lorque, EUA.
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Figura 26- Antes e depois do protocolo de preparo das amostras para MEV: A) aspecto inicial e B)
aspecto final apds metalizagao do protocolo de preparo para microscopia eletronica de varredura.

Fonte: Dados da Pesquisa.

3.14.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

As pecas Osseas preparadas conforme descrito foram analisadas no
microscopio eletronico de varredura® pertencente ao Centro de Microscopia e
Microandlises da Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do Sul (PUCRS)
(ANEXO 1V). As magnificacbes foram de 35x, 100x, 250x e 300x (Figura 27). A
morfologia da superficie das amostras foi avaliada com o detector de elétrons
retroespalhados (BSE), nas magnificacdes propostas, conseguidos com a calibracdo

do aparelho, tal como a intensidade da corrente e condi¢des de vacuo.

** Microscépio Philips, modelo XL 30 FEG EDX. Eindhoven, Holanda.
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Figura 27- Microscopio Eletrdnico de Varredura Philips (modelo
XL 30 FEG EDX. Eindhoven, Holanda)

Fote: Dados da Pesquisa.

Realizaram-se avaliacbes em trés pontos especificos (um cervical, um médio e
um apical — espiras n°l, n°5 e n°9) na interface osso-implante, analisando-se
separadamente os dados numéricos, como também, as médias de neoformacao
Ossea perimplantar nessas regifes, comparando-se entre 0S grupos controle e

experimental.

Da mesma forma, com magnificacdo de 300 vezes sobre os trés pontos
anteriormente citados (cervical, médio e apical), procedeu-se a andlise de
espectrometria de raios-X por dispersao de energia (EDS — “Energy-Disperse X-Ray
Spectroscopy”), identificando a composi¢cdo quimica das substancias presentes na

superficie, em especial, as concentracdes de calcio.

3.15 Analise Esteriologica das Imagens

Todas as imagens capturadas por meio de fotografias adquiridas diretamente

das imagens observadas em microscopia O6tica de luz (fotomicrografia) foram
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transferidas para o software UTHSCSA Image Tool® (versdo 3.0)* para
mensuragdo. O primeiro passo foi realizar a calibracdo (Figura 28) por meio da
transformagdo de pixels em milimetros, na qual, esta referéncia, fora obtida
diretamente na Unidade de Patologia Experimental, afixada no microscépio (Tabela
4). Com isso, obteve-se a relacdo de que, para o aumento de 200x na observacao
do microscopio Optico, a cada 3000 pixels havia a propor¢cdo métrica de 1 mm.

A sequir, realizou-se a mensuracdo tanto em BIC (contato entre 0sso-
implante), como também, a avaliagdo em BA (volume de osso neoformado entre as
espiras) e a transcrigdo dos valores para uma tabela em Excel. Todos esses valores
foram obtidos em micrometros (BIC) e em micrometros quadrados (BA) — Figuras 29
e 30.

Tanto em BIC quanto em BA tomou-se a cautela de realizar todas as medidas
entre as espiras do implante, nos vales dessa regido, ndo passando de suas cristas,
no intuito de padronizar a mensuragcao em todas as fotomicrografias.

Figura 28- Calibracéo e transformacgdo da mensuragdo de pixels para milimetros.

-
27 imageTool - -
File Edit Annotation Stacks Plug-ins Analysis Processing Script Settings Window Help

2] ) Keda 5] Lo s Me AL wfdlEel i B 2

‘ C:\Users\User\Pictures\FOTOS MESTRADO UFRGS\1- DISSERTACAO MESTRADOW- Histomorfometria\S- Histomorfometria - Preparo da...| o || @ || 53

x=300 y=1128 v=[93.122.170] Caps |Num | Play | Calibrated |(

Fonte: Dados da Pesquisa.

*® UTHSCA ImageTool for Windows, vers&o 3.0. Copyright 1995-2000, San Antonio, Texas, EUA.
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Tabela 4: Correlagao para transformacao de pixels para milimetros, dependendo do aumento em que
a fotomicrografia fora realizada. Calibracao realizada pela Coordenadora da Unidade de Patologia

Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Fonte: Unidade de Patologia Experimental — UEA/HCPA UFRGS.

Figura 29- Mensuragao de imagem em microscopio 6ptico — BIC: imagem em
200x, onde se avaliou a superficie de contato entre osso e Implante. Notar que a
regido onde ndo se observou contato do osso com o implante, ndo foi incluida.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 30- Mensuracgdo de imagem em microscopio Optico — BA: imagem em
200x, onde se avaliou o volume de osso neoformado. Notar que fora incluido
apenas a area entre as cristas das espiras.

Fonte: Dados da Pesquisa.

3.16 Analise das Imagens em MEV

Todas as imagens capturadas por meio das fotografias adquiridas
diretamente das imagens observadas em microscopia eletrénica de varredura foram
transferidas para o software UTHSCSA Image Tool® (versdo 3.0) e, assim,

mensuradas.

O primeiro passo foi realizar a calibragdo por meio da transformacdo de uma
escala que o proprio microscépio eletrébnico imprime nas imagens, em micrometros.
Através dessa manobra, obteve-se a relacdo de que, para o aumento de 250 x na
observacdo do microscopio eletrbnico, a escala 200 micrébmetros equivaleria a

proporcdo métrica da escala impressa na fotografia (Figura 31).
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Optou-se por captura das imagens por meio da qualidade BSE
(“Backscattering Electrons”) ou elétrons retroespalhados, pois este método permite o
aumento de contraste das estruturas metalicas, facilitando a diferenciacdo entre
tecido 0sseo e implante, assim como, a medular da cortical 6sseas.

Figura 31- Calibracédo das imagens MEV. Notar que, para 200um tem-se o valor
milimétrico estipulado pelo tamanho da escala impressa na foto.

o0l N i) 5] A< 2l Dl L0 cdElel 8 B 2]

E imogeToo -~

p
. C:\Users\User\Pictures\FOTOS MESTRADO UFRGS\1- DISSERTAC'EAO MESTRADO\3- CENTRO MEV\6- IMAGE...
e e ST G = v s

ontorab e

Length: [200

Unis

€ Nanometers  Inches " LightYears
- @ Micrometers C Feet € Astronomical Units
‘ € Milimeters C Yads
R C Centimetess  C Mies (" Piels
Acc.V Spot Magn Det WD e 200 pm € Meters
20.0 kV 4.5 250x BSE 10.6 € Kiomelers
[T Cancel

BRes. @ | @[ R

x=470 y=430 v=255
Fonte: Dados da Pesquisa.

Caps | Num | Play

A sequir, realizou-se a mensuracdo tanto em BIC (contato entre 0sso-
implante), como também, a avaliacdo em BA (area de osso neoformado) e a
transcricdo dos valores para uma tabela em Excel. Todos esses valores foram

obtidos em micrometros (BIC) e em micrometros quadrados (BA) — Figuras 32, 33 e
34.
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Figura 32- Mensurac¢do de imagem MEV — BIC: buscou-se avaliar,
em 250x, a superficie de contato entre 0sso e Implante. Notar que
fora incluido apenas a area entre as cristas das espiras.

Acc.V Spot Magn Det WD
20.0 kV 4.5 250x BSE 10.6

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 33- Mensuracao de imagem MEV — BA: buscou-se avaliar, em
250x, a area de osso neoformado entre a espira do implante, em
250x.

Acc.V Spot Magn Det WD
20.0 kV 4.5 250x BSE 10.6

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 34- Relacéo entre a avaliagdo macroscopica e em MEV: A) Porcéo anterior da mandibula do
coelho dissecada com a presenca de implante osseointegrado apds o corte em seu longo eixo. Notar
a sua posicao em relagdo as corticais 0sseas, 0 corte exato expondo desde a cervical ao apice do
implante e a adequada cobertura 6ssea em todo o seu entorno; B) Avaliagédo por MEV (250x)
demonstrando a intima relagéo entre o implante e o tecido dsseo, como também, a diferenciacdo da
cortical e medular ésseas.

Acc.V  Spot Magn Det WD
20.0 kV 4.0 250x BSE 10.6

Fonte: Dados da Pesquisa.

3.17 Analise Estatistica
Os programas que foram utilizados sdo: software estatistico Statistical Package
for Social Sciences® (SPSS) versdo 17.0 e a planilha eletrdnica do Microsoft

Excel®, ambos para o sistema operacional Windows®.

Tanto para MEV quanto para a esteriologia, o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk fora utilizado, demonstrando que para este tipo amostral aceitou-se a hipdtese
nula de normalidade. Para tal, o teste estatistico utilizado para o nUmero amostral de
32 animais e para um total de quatro grupos foi a analise de variancia (ANOVA) e o
Teste de Tukey, cujo p< 0,05. Obteve-se diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos estudados.

O calculo realizado em todas as amostras (MEV ou Esteriologia) constou sobre
o valor efetivo de BIC ou BA dividido pelo valor total entre as espiras da area ou

superficie linear (conforme equacao abaixo).

valor de BIC valor de BA

p p X = p -
valor linear total entre espiras valor de area total entre espiras




4 RESULTADOS

As medidas de BIC e BA dos grupos estdo resumidas na tabela 5.

Tabela 5: Apresentacdo dos resultados para as analises BIC e BA, em MEV e em Esteriologia
(média/desvio padréo; letras indice diferentes equivalem a diferenca significativa, p<0,05, para cada

andlise bivariada).

Analise/Grupo BIC (um) BA (um?)
Controle 807,8 (+ 174,9) 91599,7 (+ 45770,3)°
El 977,9 (+ 67,4)° 129465,5 (+ 33028,8)°
MEV ( ) ( )
Ell 761,5 (+ 56,1)° 96763,7 (+ 33754,3)°
= 1021,1 (+ 110,6)° 122573,7 (+ 57385,9)’
Controle 757,9 (+ 148,3)° 63740,3 (+ 36828,3)°
_ _ El 902,4 (+ 131,4)° 100068,4 (+ 35443,3)"
Esteriologia
Ell 884,7 (+ 169,6)° 87428,3 (+ 44328,5)"
= 1045,3 (+ 162,7) 103934,5 (+ 40229,7)"

Fonte: Dados da Pesquisa.

41 MEV

Para avaliacdo das amostras submetidas a andalise por meio de microscopia
eletrbnica de varredura, observou-se para contato entre 0sso e implante (BIC), que
houve diferenca significativa entre 0os grupos experimentais quando comparados ao
controle. Quando avaliado o BIC podem-se observar valores de média maiores para
0S grupos experimentais, onde o valor encontrado para o grupo Elll (1021,1 um) fora
semelhante ao EI (977,9 ym), ambos superior aos demais grupos, tanto para o

experimental Ell (761,5 ym), como para o grupo controle (807,8 um). Os grupos Elll
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(20 J/icm?) e El (10 J/cm?) superaram os valores de BIC comparando-se aos Ell (5

J/cm?) e controle (0 J/cm?).

Avaliando-se a area de osso neoformado entre as espiras do implante (BA),
tanto intra quanto intergrupos, ndo se notou diferenca significativa em ambas as
analises. Para avaliacdo intergrupos, observou-se que o grupo Elll (122573,7 um?)
apresentou significativamente maior neoformacdo quando comparado com 0 grupo
controle (91599,7 um?). Nao houve diferenca significativa entre os demais grupos,
apenas tendéncias breves de variagdo quando se compararam os grupos Elll, Ell, e

controle (Figura 35).

O percentual dos valores obtidos para cada tipo de analise pode ser observado

na tabela 6.

Tabela 6: Relacédo entre o grupo e o percentual de neoformacéo 6ssea tanto para BIC quanto
para BA durante a analise por MEV

Grupo Dose (J/cm?) BIC BA
C 0 73% 56%
El 10 87% 77%
Ell 5 69% 63%
Elll 20 93% 81%

Fonte: Dados da Pesquisa.

Os dados numéricos encontrados durante o EDS (Tabela 7) para concentracéo
de Célcio na regido central de neoformacdo 6ssea entre as espiras dos implantes
em trés regides distintas (cervical, média e apical), ndo apresentaram diferenca

significativa entre os grupos estudados (Figura 36).
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Figura 35- Comparacgéo dos resultados encontrados em MEV. As fotomicrografias foram realizados
em 200X, em modo BSE, da regi&o entre espiras nos quatro diferentes grupos (C, El, Ell, Elll). Neste
caso, encontrou-se diferenca significativa para BIC, onde o grupo Elll apresentou melhores
resultados. Em BA, o grupo Elll superou os valores do grupo controle, onde p=0,05.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Tabela 7: Apresentacdo dos resultados para as analises EDS para valores de calcio

332,11 (+ 23,65)

SMédia/Desvio Padréoz.

235,25 (+ 67,13)

0,164

334,72 (£ 137,57)

0,967

355,67 (£32,41)

Fonte: Dados da Pesquisa.




Figura 36- Comparacdo MEV e EDS para cada um dos grupos, apresentados em foto e
gréafico.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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4.2 Esteriologia

Verificou-se diferenca significativa entre os grupos quando observado o contato
entre o osso e implante — BIC. Os valores obtidos para 0s grupos experimentais
foram maiores do que para o grupo controle. Assim sendo, 0 grupo controle
apresentou valores de 758,0 ym, El= 902,4 uym, EII=884,7 um e Elll= 1045,3 ym
(Figura 37). Dessa forma, o grupo Elll superou significativamente os valores de Ell e
El, como também, a média do grupo controle. Avaliando-se as regifes (cervical,
média e apical) dos implantes separadamente, notou-se diferenca significativa entre
os tercos cervical (82% de contato) e apical (74% de contato), onde a regiéo cervical
apresentou maior superficie linear de contato que a regiao apical (Grafico 1).

Por meio da avaliacdo de BA, foram encontradas diferencas estatisticas entre
0s grupos estudados. Os grupos experimentais EI (100068,3 ym?) e Elll (103934,5
MmM?2) apresentaram valores superiores aos dos grupos Ell (87428,3 um?2) e controle
(63740,3 ym?2). Dessa forma, nota-se que a irradiacdo por LLLT possibilitou maiores
valores de BA para o grupo experimental quando comparado ao controle. Avaliando
separadamente os valores do grupo experimental, o efeito da LLLT fora positivo

independentemente da dosagem utilizada (Grafico 2).

O percentual dos valores obtidos para cada tipo de analise pode ser observado

na tabela 8.
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Tabela 8: Relagéo entre o grupo e o percentual de neoformacéo 6ssea tanto para BIC quanto

para BA durante a analise por Esteriologia.

Grupo Dose (J/cm?) BIC (%) BA (%)
C 0 66% 35%
El 10 79% S57%
Ell 5 78% 48%
Elll 20 92% 58%

Fonte: Dados da Pesquisa.

Comparando-se as regides cervical, média e apical separadamente, observou-

se diferenca significativa entre elas. Assim, o percentual de BA para cada terco

demonstra que na regiao cervical o percentual fora de 53% de neoformacéo 6ssea,

para o médio 47% e para o apical 47%. Ja, o percentual de BIC para cada terco foi

de 82% para a cervical, 79% para 0 médio e 74% para o apical. Assim sendo, a

regido cervical foi a regido onde houve o maior percentual de neoformacao 0ssea e

de contato entre osso e implante independentemente do grupo estudado (Tabela 9).

Tabela 9: Relagéo entre o percentual de BIC e BA para cada regido do implante observado nas

laminas esterioldgica independente do grupo estudado

Regido do implante BIC BA
Cervical 82%* 53%*
Médio 79% 47%
Apical 74% 47%

Fonte: Dados da Pesquisa. * Diferenca estatisticamente significativa
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Figura 37- Avaliacéo topogréfica realizadas em aumento de 200x: as imagens foram observadas
por meio de microscopia 6ptica com laminas coradas com Azul de Toluidina. Notar a diferenca na
ossificagdo com diferentes doses de LLLT aplicadas.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Grafico 1: Relacao de contato entre osso e implante (BIC) para cada tipo de andlise realizada (MEV
e Esteriologia). Para MEV os valores obtidos foram C=807,8 um (£174,9 um), EI=977,9 um (67,4
pm), Ell=761,5 um (56,1 um) e Elll= 1021,1 um (£110,6 um) e para Esteriologia C=757,9 um
(+148,3 um), EI=902,4 um (+131,4 um), EII=884,7 um (+169,6 um) e EllI=1045,3 pm (+162,7 pm).
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Grafico 2: Relacdo de neoformacao 6ssea perimplantar (BA) para cada tipo de andlise realizada
(MEV e Esteriologia). Para MEV os valores obtidos foram C=91599,7 um2 (+45770,3 um3),
El=129465,5 um?2 (+33028,8 um3), EIlI=96763,7 um?2 (+33754,3 um?) e Elll= 122573,7 um? (+57385,9
pm?2) e para Esteriologia C=63740,3 um?2 (£36828,3 um?), EI=100068,4 um?2 (+35443,3 um?),
Ell=87428,3 um2 (x44328,5 um2) e EllI=103934,5 pm2 (£40229,7 um?2).
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5 DISCUSSAO

O aproveitamento de material biolégico, como se fez neste estudo, é de
sublime importancia na atualidade, onde as questdes éticas, tanto no experimento
com humanos quanto em animais, estdo cada vez mais aprimoradas e por
consequéncia, limitando o nimero amostral ou impossibilitando, em alguns casos
especificos, 0 seu uso em pesquisa. Dessa forma, este tipo de acordo entre
pesquisadores, 0s quais, sem interferirem no trabalho proposto pelo colega, utilizam
em conjunto as mesmas amostras viabilizando diversas pesquisas com um nimero
de animais reduzido, levando-se em consideragédo, como aqui, o desenvolvimento de
duas dissertacdes de mestrado e uma tese de doutorado. Em todos esses trabalhos
citados, se fez um processamento amostral de elevada qualidade, com custos
divididos e utilizando-se uma amostra de 32 animais. Acredita-se, pois, que apesar
de um numero amostral grande para pesquisa com coelhos observando-se a
literatura universal (KHADRA e colaboradores, 2004; LOPES e colaboradores, 2005;
JAKSE e colaboradores, 2007; KIM e colaboradores, 2007; LOPES e colaboradores,
2007; PEREIRA e colaboradores, 2009; CAMPANHA e colaboradores, 2010;
MALUF e colaboradores, 2010; PETRI e colaboradores, 2010; PINHEIRO e
colaboradores, 2012; GARCIA-MORALES e colaboradores, 2012), os mesmos foram

utilizados por trés pesquisadores em trés trabalhos distintos (Quadro 1).

Este estudo utilizou o coelho como modelo animal, assim como observado em
outros trabalhos (KHADRA e colaboradores, 2004; KHADRA, 2005; LOPES e
colaboradores, 2007; PEREIRA e colaboradores, 2009; KAZEM SHAKOURI, 2010;
KREISNER e colaboradores, 2010), pela facilidade do manuseio, do preparo
cirargico, do controle pos-operatorio e, principalmente, pelo tamanho adequado dos
animais, o que possibilitou a insercdo de implantes osseointegraveis convencionais
na cavidade bucal. Quanto a colocacéo do implante na regido do alvéolo do incisivo
esquerdo mandibular logo apos a extracdo, optou-se por essa regido em detrimento
a tibia para que tivéssemos o mais proximo possivel de uma situacéo clinica real.
Além disso, esse método possibilitou maior confiabilidade, pois 0 osso mandibular
alveolar possui biologia peculiar, além de estar submetido a cargas diferentes da

tibia no modelo experimental coelho (DE JONG e colaboradores, 2010).
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Da mesma forma, em concordancia com trabalhos j& publicados (PINHEIRO e
colaboradores, 2003; KHADRA e colaboradores, 2004; LOPES e colaboradores,
2005; LOPES e colaboradores, 2007; CAMPANHA e colaboradores, 2010),
utilizamos a LLLT no espectro infravermelho, com comprimento de onda de 830nm,
poténcia de 50 mW, com 2 pontos de aplicacdo da ponteira do laser proximo aos
implantes dentérios (sem sobreposi¢cdo aos mesmos) inseridos na mandibula desses
animais. Foram realizados um total de 7 sess6es de irradiacao laser com intervalos a
cada 48 horas e com diferentes doses para cada grupo experimental. A utilizacdo de
um grupo controle que ndo recebeu qualquer dose de LLLT, apenas a simulagao
desta, foi a forma escolhida para se evitar viés causado por potenciais efeitos
sistémicos do laser, anteriormente descritos (ROCHKIND e colaboradores, 1989;
RODRIGO e colaboradores, 2009; FRONZA e colaboradores, 2013; MAYER, 2013).
Este viés ndo pode ser excluido em estudos de boca dividida (GARCIA-MORALES e
colaboradores, 2012) ou lado controle e experimental no mesmo animal (PEREIRA e
colaboradores, 2009).

A LLLT tem sido bastante pesquisada e indicada em odontologia muito em
virtude de seu grande potencial biomodulador (KARU, 1989), com potencial efeito
benéfico sobre o manejo de determinadas condicdes patoldgicas (LIRANI-GALVAO
e colaboradores, 2006; KAZEM SHAKOURI e colaboradores, 2010), na proliferacéo
celular (KHADRA, 2005; GRASSI e colaboradores, 2011), como também, no reparo
o0sseo (KARU, 1989; GARCIA e colaboradores, 2001; SILVA JR e colaboradores,
2002; PINHEIRO e colaboradores, 2003; LIRANI-GALVAO e colaboradores, 2006;
WEBER e colaboradores, 2006; BLAYA e colaboradores, 2008; PINHEIRO e
colaboradores, 2008; MATSUMOTO, 2009; SARACINO e colaboradores, 2009;
BASHARDOUTS e colaboradores, 2010; KAZEN SHAKOURI e colaboradores, 2010;
KREISNER e colaboradores, 2010; NASCIMENTO e colaboradores, 2010; GRASSI
e colaboradores, 2011). Khadra (2005) realizou uma série de trabalhos buscando
investigar, in vivo e in vitro, se apds a aplicacdo da LLLT haveria maior interacéao
celular aos tecidos adjacentes a superficie do implante. O autor concluiu que o uso
de doses de LLLT entre 1 e 3 J/cm? pode modular a atividade celular quanto a
interacdo com o implante, facilitando a sua osseointegracdo e aumentado as

chances de sucesso do tratamento.
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A fim de se obter uma condicdo clinica inicial para o uso do laser neste
experimento, realizou-se a extragdo do incisivo inferior esquerdo e a inser¢cao de um
implante osseointegravel, respeitando-se as normas do fabricante tanto nos animais
do grupo controle quanto nos dos grupos experimentais El, Ell e Elll, com a mesma
técnica cirargica e pelo mesmo operador. Os cuidados sistémicos dos animais foram
monitorados por uma Médica-Veterindria responsavel pelo biotério. Este
procedimento visou evitar qualquer viés operacional, pois todos os animais foram
submetidos & mesma rotina. A escolha de coelhos machos, também respeitou a uma
padronizacédo, evitando-se potenciais influéncias hormonais presentes nas fémeas.
O protocolo da LLLT foi rigidamente respeitado nos grupos experimentais e o grupo
controle (C) foi submetido ao mesmo estresse de aplicagdo de laser, com
posicionamento da ponteira, porém sem a ativacao do aparelho. Esta aplicacéo foi
realizada ao longo da basilar 6ssea mandibular, por lateral e medial do implante
localizado através de uma marcacéao realizada na pele do animal. Ressalta-se, que a

aplicacdo nunca ocorrera sobre a marcagao da caneta, mas lateralmente a mesma.

Existem relatos na literatura sobre a possibilidade de efeitos sistémicos da
LLLT, em que a acao fotobiomoduladora no local de aplicacédo desta grandeza possa
ocorrer a distancia, tendo o seu efeito ndo sé exatamente no local de sua aplicacéo,
mas também, a nivel sisttmico (ROCHKIND e colaboradores, 1989; RODRIGO e
colaboradores, 2009; MAYER, 2013). Por esta razdo, preconizou-se a divisdo do
namero amostral em grupos controle e experimental distintos, entrando em
discordancia com alguns trabalhos que utilizaram no mesmo animal um lado como
controle e o outro como experimental (JAKSE e colaboradores, 2007; PEREIRA e
colaboradores, 2009) e em humanos, estudos com boca dividida (GARCIA-
MORALES e colaboradores, 2012). Verificou-se, pois, apdés a avaliacdo dos
resultados destes trabalhos, a sugestdo de que o lado experimental foi semelhante
ao lado controle quando utilizado a LLLT, ndo podendo ser descartada a influéncia
da acao sistémica do laser sobre todos os tecidos estudados. Os resultados dessa
dissertacao divergem dos trabalhos previamente expostos, onde o grupo que utilizou
a maior dose de LLLT (20 J/cm?) apresentara os melhores valores de BIC. Para BA,
notou-se valores de neoformacédo dssea superiores para 0 grupo experimental na

analise esteriologica e, em especial, para os grupos El e Elll guando avaliado MEV.



85

Um dos fatores determinantes durante a fase experimental desse trabalho foi o
preparo das amostras. O objetivo desta etapa foi a aquisicdo de amostras que
possibilitassem a andlise da superficie do tecido 6sseo e do implante, para o MEV, e
a obtencado do conjunto osso-implante em uma espessura de 30 um para avaliagcéo
em microscopia optica.

Quanto a metodologia de preparo das amostras para avaliacdo em MEV,
diferentes modelos de preparo tém sido descritos na literatura, com diferencas nos
resultados de imagem obtidos. A maior parte dos modelos permite apenas um corte
superficial na amostra contendo osso e implante, sem que haja maiores
refinamentos que possibilitem uma avaliacdo mais elaborada e que permita
mensuracfes naquelas areas (LOPES e colaboradores, 2007). Metodologia
diferenciada foi utilizada no preparo de implantes e seus pilares por meio de uma
limpeza delicada em cuba ultrassoénica, posicionando-0s a seguir em uma superficie
inerte de vinil para visualizagdo (DELLOW, DRIESSEN, NEL, 1997). Este preparo
possibilitou avaliacdo adequada, porém em uma situacado onde ndo ha deposicdo de
tecido organico. Outra proposta foi realizada aplicando-se forcas sobre o implante
até a fratura dos mesmos, tendo o cuidado da adequada fixacdo do conteudo
amostral na maquina de pressao e a posterior colocacdo direta no microscopio
eletrénico. Da mesma forma, quando da associacdo a conteudo organico, esse tipo
de metodologia ndo seria aplicavel (SHEMTOV-YONA e colaboradores, 2012). Esta
dissertacdo utilizou, tanto para a metodologia de preparo das amostras em MEV
guanto em esteriologia, a imersdo em resina das amostras contendo implante e
0SS0, ja que se considera um fator fundamental para que se obtenha seu maximo
aproveitamento. O posicionamento das pecas dentro da resina € determinante para
seu corte. Considerando isto, posicionaram-se as pecas visando permitir, no formato
cilindrico dos frascos em que se depositou a resina, que a amostra pudesse ser
seccionada no longo eixo do implante. Dessa forma, o corte foi realizado a fim de
favorecer a maxima visualizacdo da superficie de contato entre 0sso e implante.
Tendo em vista que a implantacdo dentaria do coelho se faz no sentido axial,
diferente do ser humano que ocorre no sentido sagital, deve-se respeitar essa
informacéo para que se tenha sucesso nesta fase. Assim, posicionou-se a amostra
de tal sorte a permitir um corte no sentido longitudinal do longo eixo do implante,

fazendo com que a serra realizasse a sec¢édo de oclusal para apical, no sentido
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sagital da peca. Com isso, obteve-se uma amostra cujo componente superior era
constituido por uma cortical éssea alveolar espessa e a porgcdo basilar também
apresentasse volume 0sseo adequado. Se fosse realizado o corte no sentido axial, o
tecido 0sseo resultante seria o lateral e o medial, no qual possibilitaria uma boa
quantidade de osso por medial, mas o volume lateral seria minimo ou estaria
reabsorvido, pois corresponde a parede vestibular do tecido 6sseo do ser humano e

a anatomia normal do coelho favorece a implantacdo dentéria mais vestibular.

A diferenca entre o MEV e a esteriologia convencional através da visualizacao
em microscoépio 6ptico ndo € apenas a visualizacdo e a magnificacdo, mas também
o preparo das amostras. A avaliagcdo por MEV necessita de um preparo diferenciado,
a partir do desgaste de superficie da amostra, associando-se seu polimento e
metalizacdo em ouro ou carbono. A secagem em dissecadora de silica a vacuo
permite a remocao total de resquicios de formol nos poros do tecido 0sseo, assim
como na estrutura do implante, possibilitando o escoamento da resina por toda a
peca. Posteriormente, realizou-se a metalizagdo em ouro, um metal comum neste
tipo de preparo, possibilitando, em amostras com tecido organico bioldgico,
recobrimento da superficie para conducdo de energia. Uma alternativa seria a
metalizacdo em carbono, onde as amostras sdo colocadas em uma camara com
pressao (0,1 a 0,05 mbar) e o alvo metélico € bombardeado com atomos de gas
inerte como, por exemplo, o argbénio, para que haja a deposi¢cdo sobre a amostra.
Para qualquer um dos metais, 0 objetivo deste tipo de recobrimento € tornar as
amostras condutoras de modo a gerar imagens com boa resolucdo no MEV.
Portanto, € preciso um controle da espessura depositada a fim de evitar artefatos na
imagem que possam mascarar a superficie real da amostra (DEDAVID e

colaboradores, 2007).

O tipo de analise quanto a interacdo entre 0sso e implante e a area de 0sso
neoformado em torno a superficie de titdanio foram realizados para mensurar a
osseointegracao nos grupos irradiados ou ndo com LLLT nesta pesquisa. Baseamo-
nos na literatura (PEREIRA e colaboradores, 2009; KOCH e colaboradores, 2010;
DOl e colaboradores, 2012; SAULACIC e colaboradores, 2012) para escolha de BIC
e BA, bem como da coloracdo de azul de toluidina para serem aplicadas estas
técnicas. Os trabalhos utilizaram diversas localizacdes na superficie do implante

para promoverem as mensuragbes, sendo na regidao cervical (PEREIRA e
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colaboradores, 2009; SAULACIC e colaboradores, 2012), no terco médio (DOI e
colaboradores, 2012) e na regido apical do implante (KOCH e colaboradores, 2010).
Observando-se a divergéncia na literatura quanto a regido mais propicia a se
investigar o contato entre osso e implante, assim como, o volume de 0sso
neoformado, este trabalho buscou avaliar as trés regides (cervical, média e apical),
permitindo-se investigar ndo s6 qual das regido apresentaria maior ou menor grau
de osseointegracdo, mas também, qual dos grupos se fez mais evidente. Os
resultados obtidos nesta dissertacdo demonstram que a regido cervical apresentou
maiores indices de BIC (82%) quando comparado as demais regifes (terco
médio=79% e apical=74%). Para BA, esta verdade se repete, onde os indices de
neoformacédo éssea foram maiores na regido cervical, com 53% (terco médio=47% e
apical=47%).

Em trabalho recente de Pinheiro e colaboradores (2012), o BIC foi avaliado em
implantes colocados em regido de enxertia por bloco 6sseo bovino enxertado em
tibias de coelhos. Os resultados apontaram que a LLLT possibilitou o aumento em
BIC com maior contato entre osso e implante em regido de enxertia 0ssea. O
presente estudo realizou a insercédo dos implantes osseointegraveis diretamente no
osso mandibular de coelhos apds a extracdo do incisivo inferior esquerdo e a LLLT
subsequente. Obteve-se resultado semelhante a Pereira e colaboradores (2009), ja
gue o BIC foi superior para o grupo experimental comparando-se ao grupo controle
(sem LLLT), quando da avaliacdo esteriologica. Na analise em MEV houve resultado
semelhante, com 0s grupos experimentais apresentando resultados superiores ao
controle, mas com semelhanca entre os valores dos grupos experimentais El (10
Jicm?) e Elll (20 J/cm?). Tal semelhanca pode ter sido em virtude do pequeno
namero amostral que se obteve para este tipo de analise (n=8). O motivo pelo qual o
namero amostral é reduzido em estudos com MEV deve-se a dificuldade imposta
pelo preparo amostral, assim como, ao grande exercicio de lixamento sobre estas
pecas. Assim, a exigéncia gerada sobre a superficie dos tecidos a serem estudados
pelo protocolo metodoldgico, resulta em um periodo consideravel de trabalho. Ainda
€ necessario o desgaste da amostra até a regido onde se quer analisar,

inviabilizando qualquer outro tipo de analise a posteriori.

Quando da avaliacdo de BA nesta dissertacdo, para analise em MEV (n=8),

durante o Teste de Tukey, notou-se diferenga significativa do grupo Elll quando
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comparado ao grupo controle (p=0,05). Comparando-se os resultados avaliados em
MEV com os obtidos na esteriologia (n=24), nota-se que para esta segunda andlise,
houve diferenca estatistica mais evidente entre os grupos estudados, muito
provavelmente em decorréncia do maior niumero amostral. Neste caso, 0S grupos
experimentais El (10 J/cm?) e Elll (20 J/cm?) apresentaram valores de area de
neoformacédo 6ssea superiores ao do grupo controle e Ell (5 J/cm?).

Pereira e colaboradores (2009) publicaram um artigo onde buscaram investigar
os efeitos da irradiacdo por LLLT sobre o processo de reparo 6sseo perimplantar em
tibias de 12 coelhos, sendo que a metodologia constou da andlise de BIC e BA em
torno desses implantes. Através da avaliacao das laminas histolégicas coradas com
azul de toluidina, verificou-se que a laserterapia aumentou a superficie de contato
entre 0sso e implante comparando-se ao grupo controle, porém a area total de osso
obtido foi semelhante entre todos os grupos. O presente estudo utilizou amostra
maior, com divisdo em quatro grupos distintos, evitando-se o uso de lado
experimental e controle no mesmo animal. Os resultados apresentados quando se
observa em conjunto as analises esteriologicas de BIC, o grupo experimental
superou o0 grupo controle nesta dissertacdo, como da mesma forma, no trabalho de
Pereira e colaboradores (2009), onde o lado experimental superou o lado controle.
Outra comparacao a ser considerada, foi de que nesta dissertacdo os resultados de
BA para esteriologia foram significativos, onde os grupos EI (10 J/cm?) e Elll (20
J/lcm?) superaram os valores do grupo controle. Para o trabalho de Pereira e
colaboradores (2009) este resultado nao foi encontrado, apesar dos autores terem
utilizado o controle no mesmo animal experimental. O que podemos notar de
diferente, foi que os grupos teste e controle foram aplicados no mesmo animal,
diferentemente desta dissertacdo, que preferiu a divisdo amostral em grupos,

separando o controle do experimental da mesma amostra.
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6 CONCLUSAO

Na amostra estudada:

a)

b)

d)

0 uso da LLLT melhorou a interagdo osso-implante e a neoformacao
O0ssea perimplantar, sugerindo potencial efeito positivo sobre a
osseointegracao, especialmente na dose 20 J/cm? por sessao.

na analise esterioldgica, a LLLT na dose por sessdao de 20 J/cm?
apresentou os melhores resultados. Em BA, os grupos irradiados El e Elll
foram superiores ao controle.

na analise por MEV, os grupos irradiados nas doses por sessao de 10 e
20 J/cm?, apresentaram os melhores resultados de BIC, enquanto 20
J/lcm? por sesséo foi superior para BA.

nao houve alteracdo da concentracdo de calcio na zona de contato entre

0SS0 e implante.
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Anexo lll = Justificativa do calculo do tamanho da amostra.

Calculo amostral

Durante o planejamento e a elaboragéo do projeto de pesquisa, uma das principais
duvidas é saber o valor do “n” (tamanho da amostra) necessario para o estudo. Apesar
desta pergunta ser muito freqiiente, as dificuldades em se obter um calculo adequado sao
muitas e raramente encontra-se uma resposta precisa.

E preciso fornecer informacées que dependam de estudos anteriores, dados de
literatura e do conhecimento sobre o fenémeno que sera estudado. Um bom pesquisador
deve saber que um calculo de amostra ndo depende apenas de “parametros estatisticos’,
tais como o nivel de significancia a e o poder do teste (1 - B). Mais importantes do que
estes pardmetros s&@o as informagdes que devem ser fornecidas com base no
conhecimento clinico, como por exemplo, estimativas sobre a variabilidade da medida de
interesse e a diferenga considerada clinicamente relevante que se deseja detectar (muitas
vezes chamada de “tamanho do efeito”).

Convém refletir sobre a real necessidade de um calculo que utiliza apenas teoria
estatistica sem levar em conta outras questdes importantes, tais como dificuldades
logisticas na obtencéo dos dados. Nem sempre o calculo baseado em alfas, betas, etc. e
possivel ou imprescindivel.

O tamanho da amostra deve ser justificado com base em outros estudos, pois o
calculo por meio de formulas exige informacoes referentes a variabilidade da variavel de
interesse e sobre qual a diferenga entre os pardmetros com relevancia clinica.

Quando se utiliza testes ndo paramétricos, ha uma dificuldade na determinagao do
tamanho das amostras, pois os mesmos sao aplicados para distribuigdes livres (ndo
normais), podendo ter alta variabilidade e amostras pequenas.

Portanto, para determinacdo do tamanho da amostra deste estudo com modelo
experimental com coelho, optou-se por determinar o “n” em 06 para cada grupo, baseando-
se nos estudos de Khadra et al. (2004), Lopes et al. (2005), Lopes et al. (2007), Li et al.
(2009), Bae et al. (2009) e Pereira et al. (2009), nos quais 0 “n” dos grupos, seja teste ou
controle, ficou sempre entre 05 e 08. Estas pesquisas foram realizadas para estudar a
cicatrizagao do tecido 6sseo em coelhos com a associagdo da LLLT (em sua maioria na
regiao perimplantar) apresentando resultados estatisticamente significativos.

N e
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Prof. Dr. Jodo Feliz Duarte de Moraes
Coordenador do Departamento de Estatistica
Faculdade de Matematica - PUCRS

Av. Ipiranga, 6681 - Predio 30 - Bloco C - sala 104
Tel.:(051)3320-3531 Ramal 4214 ou 33534214
E-mail: jfmoraes@pucrs.br
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Anexo IV - Autorizagdo para uso do Centro de Microscopia e

Microanalise da PUCRS.

Porto Alegre, agosto de 2011

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - UFRGS

Venho, pelo presente, informar que a utilizagdo dos equipamentos
do Centro de Microscopia e Microanalise para a preparagao de amostras e
obtengéo de imagens via microscopia eletrénica de varredura e EDS que
serio utilizadas no trabalho a ser realizado pela Profa. Dra. Deise Ponzoni
e pela Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira intitulado “ANALISE DO
EFEITO LOCAL E SISTEMICO DA LLLT EM REPARO TECIDUAL

PERIMPLANTAR: ESTUDO EM COELHOS” esta autorizada desde que

sejam observadas as normas de utilizagdo do CEMM.

Céordenatiora do Centro de MicrosCopid®e
PUCRS
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APENCIDE

Apéndice | — Publicacdes realizadas no CEUA/HCPA: registro n°® 120112.

a) Publicacdo de imagens MEV do piloto realizados na Revista Dental Press
Implantology em 2012. [Mayer L, Massotti FP, Gomes FV. Assessment of
bone/implant interface throught SEM. Dent Press Implatol. 2012 Jul-Sep; 6(3):32-33].
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Apéndice Il — Artigos submetidos a peridédicos nacionais e

internacionais realizadas com o registro n° 120112 (CEUA/HCPA).

a)

b)

d)

Artigo intitulado “Improvement on Bone Implant Contact (BIC) and
Bone Area (BA) after LLLT: Analysis by Resonance Frequency
(ISQ - Osstell®) and Scaning Electron Microcospy (SEM)” sera
submetido a apreciacdo no periédico internacional International

Journal of Oral and Maxillofacial Surgery (IJOMS).

Artigo intitulado “Effect of low-level laser therapy on peri-implant
bone healing: a systematic review of the literature” submetido a
apreciacdo no periodico internacional The International Journal of
Oral and Maxillofacial Implants (IJOMI).

Artigo intitulado “Preparation of biological samples containing
both metallic and organic structures for SEM” submetido a
apreciacdo no periddico nacional Revista de Ciéncias Médicas e
Bioldgicas (UFBA).

Artigo intitulado “Imagem histomorfométrica de 40x realizada na
interface entre osso e implante Nanotite™ (3i Biomet®), em
mandibula de coelhos, ap6s 21 dias de osseointegracdo, sendo
gue a coloracéao utilizada foi a de azul de toluidina” submetido a
apreciacdo no periodico nacional Revista Dental Press

Implantology, sessédo Imagem e Ciéncia.
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Apéndice Ill — Artigo da dissertacdo que sera submetido a avaliagcao

de periddico internacional.

Reparo 6sseo perimplantar apés terapia laser de baixa intensidade em
coelhos: esteriologia e MEV

Revistas Alvo: [JOMS (A1)
Lasers in Medical Science (A2)
Clin Oral Imp Res (A2)
Photomedicine (B1)

Correspondéncia:

Fernando V Gomes

Avenida Independéncia 1087/303
90035-077 - Independéncia
Porto Alegre, RS, Brasil

+55 (51) 3377-8103
fernandovg2005@yahoo.com.br
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Resumo

Contexto: A laserterapia de baixa poténcia (LLLT) possui efeito favoravel sobre o
reparo 0sseo perimplantar, facilitando e acelerando esta fase pés-cirlrgica.

Objetivo: avaliar se a LLLT modifica o padrdo de reparo 6sseo perimplantar em
mandibula de coelhos através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
esteriologia.

Materiais and Métodos: Realizou-se a exodontia do incisivo inferior esquerdo
seguido da insercdo imediata de um implante osseointegravel em 32 coelhos da
raca Nova Zelandia, machos. Foi aplicado a LLLT (GaAlAs infravermelho, A=830 nm,
50mW, 7 sessdes, 13 dias), conforme cada grupo, com 8 animais cada: grupo C
(placebo), EI (10 J/cm?), Ell (5 J/cm?) e Elll (20J/cm?). Os resultados foram avaliados
estatisticamente (ANOVA e Teste de Tukey, p<0,05).

Resultados: Para MEV, o BIC demonstrou médias maiores para 0S Qrupos
experimentais, em que Elll (1021,1 um) e EI (977,9 ym) superaram os valores e Ell
(761,5 pm) e controle (807,8 um). Em BA, EIlll (122573,7 um?) apresentou média
superior comparando-se a C (91599,72 um?) onde p=0,05. Na Esteriologia, BIC
mostrou que C= 758,0 ym, El= 902,4 uym, Ell= 884,7 um e Elll= 1045,3 uym, sendo
qgue EIlll superou os demais grupos. Da mesma forma, para BA o grupo Elll
apresentou valores semelhantes aos grupos (El = 100068,3 pm?; Elll = 103934,5

Mm?), todos superiores ao grupo controle (63740,3 um?).

Concluséo: Nas condi¢cdes experimentais descritas, o uso da LLLT (dose de 20
J/cm?) aumentou 0 contato entre osso e implante, sugerindo efeito positivo sobre a
osseointegracdo dos implantes. A neoformacdo Ossea entre as espiras dos

implantes independe da dose, sendo sempre superior ao grupo controle.

Palavras-chave: Implantes Dentarios. Terapia a Laser de Baixa Intensidade.
Coelhos.
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Abstract

Backgroung: It is suggested that the low level laser therapy (LLLT) has a favorable
effect on perimplant bone healing, facilitating and accelerating the post-operative’s
phase.

Objective: Evaluate if LLLT modificates the perimplant bone healing pattern in rabbits
mandible by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Steriology.

Matherials and Methods: 32 New Zealand male rabbits were submitted to a lower
incisor extraction followed by an osseointegrated implant immediate insertion. The
LLLT irradiation was promoted by seven sessions of Gallium Aluminum Arsenide
Laser (GaAlAs infrared, A=830 nm, 50 mW, CW, 7 sessions, 13 days) into four
groups of eight animals each: Control group (placebo) and three experimental
groups, EI (10 J/cm?), Ell (5 J/cm?) and Elll (20 J/cm?). The results were statistically
analyzed (ANOVA and Tukey test, p=0,05).

Results: For SEM, the BIC’s means were significantly higher for the irradiated group
(EN=1021,1 ym and EI=977,9 pm) compared to Ell (761,5 um) and control (807,8
um). For BA, Elll (122573,7 um?) showed better values for bone neoformation
compared to control (91599,7 um?2) where p=0,05. The steriology BIC showed C=
758,0 um, ElI=902,4 um, Ell= 884,7 um e Elll= 1045,3 ym, where Elll had the better
results then the other groups. As the same, in BA Elll group had the best results than

the other groups (C= 63740,3 um?; EI = 100068,3 pmz; Elll = 103934,5 ym?).

Conclusion: In the experimental conditions described, the use of LLLT (20 J/cm?2
dose) may improved bone implant contact, suggesting positive effects on implant’s
osseointegration. The new bone formation within treads do not depends on the LLLT

dose, being aways better than the control group.

Keywords: Dental Implants; Low-Level Laser Therapy; Rabbits.
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Introducéo

O uso dos implantes na cavidade bucal representou um grande avanco na
perspectiva de reabilitacdo do edentulismo tanto parcial quanto total. A reposicao
dos elementos dentarios perdidos por proteses implanto-suportadas possibilitou
melhor reabilitagcdo fisica e maior expectativa psicossocial aos pacientes que até
entdo eram reabilitados com préteses removiveis (ADELL e colaboradores, 1981).

Os efeitos da laserterapia no processo de reparo 6sseo, assim como do reparo
0sseo perimplantar tem sido pesquisados contemporaneamente. Busca-se com a
terapia laser de baixa intensidade (LLLT — “Low Level Laser Therapy”) reduzir o
desconforto pds-operatério, acelerar o processo de reparo 6sseo perimplantar e
ainda, obter algum potencial bactericida (SHIBLI e colaboradores, 2004; PEREIRA e
colaboradores, 2009).

Estudos sugerem que a LLLT tem efeito favoravel sobre o reparo 6sseo em
estudos pré-clinicos (KARU, 1989; GARCIA e colaboradores, 2001; SILVA JR e
colaboradores, 2002; PINHEIRO e colaboradores, 2003; LIRANI-GALVAO e
colaboradores, 2006; WEBER e colaboradores, 2006; BLAYA e colaboradores,
2008; PINHEIRO e colaboradores, 2008; MATSUMOTO, 2009; SARCINO e
colaboradores, 2009; BASHARDOUTS e colaboradores, 2010; KAZEN SHAKOURI e
colaboradores, 2010; KREISNER e colaboradores, 2010; NASCIMENTO e
colaboradores, 2010; GRASSI e colaboradores, 2011) e clinicos (ABOELSAAD e
colaboradores, 2009; MOZZATI e colaboradores, 2011).

Especificamente sobre o processo de osseointegracdo quando da instalacao
de implantes de titanio, os achados pré-clinicos tem a mesma direcdo (SHIBLI e
colaboradores; LOPES e colaboradores, 2005; JAKSE e colaboradores, 2007,
LOPES e colaboradores, 2007; CAMPANHA e colaboradores, 2010; MALUF e
colaboradores, 2010; PETRI e colaboradores, 2010), porém, em um estudo clinico
nao houve diferenca estatisticamente significativa para a aplicacdo de laser sobre o
tecido 6sseo perimplantar (GARCIA-MORALES e colaboradores, 2012). Na
investigacdo do efeito da laserterapia sobre o processo de reparo 6sseo
perimplantar observa-se a maturacdo 6ssea mais evidentemente no 0sso irradiado
com laser (SHIBLI e colaboradores, 2004; JAKSE e colaboradores, 2007,
CAMPANHA e colaboradores 2010; MALUF e colaboradores, 2010). J4, em estudo
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realizado por Khadra e colaboradores (2004), verificou-se através da avaliacdo
esteriologica que nas amostras irradiadas com laser de baixa intensidade obteve-se
maior contato osso-implante do que quando o 0sso néo irradiado.

Dessa forma, o objetivo desse artigo foi avaliar se os efeitos da LLLT em
dieferentes doses pode melhorar o processo de reparo 0sseo perimplantar em
mandibulas de coelhos através de analises por MEV e esteriologia em azul de

toluidina.

Materiais e Métodos
Etica

Respeitaram-se 0s principios éticos para experimentacdo em animais, que
constam na Lei Arouca (Lei 11.794/2008) que regulamenta e estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, como também, os Principios Eticos
na Pesquisa Experimental, determinados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo

Animal. Da mesma forma, o projeto foi aprovado conforme o CEUA do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre — HCPA (protocolo n° 120112).

Desenho do Estudo

Utilizaram-se 32 coelhos, da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus, espécie
Oryctolagus cuniculus, raca Nova Zelandia, brancos, machos, pesando em média 3
kg, sadios, selecionados aleatoriamente, provenientes da Unidade de Experimental
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA/HCPA) — Figura 1.

A amostra foi dividida em quatro grupos com oito animais cada, sendo um
grupo controle e trés grupos experimentais (El, ElIl e EIlll). Todos os animais
passaram, previamente a cirurgia, por um periodo de cinco dias para ambientacéo
na UEA. Os coelhos permaneceram em gaiolas individuais suspensas, evitando o
contato direto com fezes e urina, durante todo o periodo do experimento. A

alimentacéo foi realizada com dieta sélida e a 4gua fornecida ad libitum.
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A intervencdo cirdrgica foi sempre realizada pelo mesmo pesquisador,
calibrado antecipadamente. Os animais foram anestesiados por meio de injecao
intramuscular com 40 mg/kg de Cloridrato de Ketamina e 3 mg/kg de Cloridrato de
Xilasina. Apos, procedeu-se a infiltracdo de 0,5ml de lidocaina 2% (com epinefrina
1:100.000) visando a vasoconstricdo local. Assim, fez-se a sindesmotomia, a
luxacdo e a exodontia do incisivo esquerdo com o auxilio de um férceps infantil n° 5.
Dessa forma, realizou-se a insercdo de um implante osseointegrado de 3,25mm de
didmetro por 11,5 mm de comprimento, cénicos, auto-rosqueaveis (Implante
Nanotite®, BIOMET3i™, Riverside Drive, Palm Beach Gardens, FL, EUA) conforme
as orientacdes de velocidade e torque de insercéo do fabricante. O leito cirtrgico foi
suturado com um fio agulhado mononylon 4-0.

Protocolo LLLT

Os animais nao irradiados (grupo controle) foram submetidos a uma simulacao
da irradiacdo com o aparelho desligado, passando pela mesma rotina dos animais
irradiados. O grupo experimental foi irradiado com laser GaAlAs (830nm,
infravermelho), de forma pontual, com poténcia de 50mW, no modo de emisséo
continua, a cada 48 horas, num total de sete sessdes de aplicacdo, cuja area da
ponteira é de 0.002827 cm? (Thera Lase™, DMC®, Sao Carlos, SP, Brasil). O LLLT
foi posicionado sobre a basilar da mandibula, por via extra-oral, perpendicular ao
implante, a mesial e a distal deste. As doses foram diferentes para os grupos
experimentais, sendo oferecidos para ElI 10 J/cm2 por sessao (101 segundos por
ponto), Ell 5 J/cm? por sessdo (51 segundos por ponto) e Elll 20 J/cm2 por sessao

(201 segundos por ponto).

Morte

A morte dos animais foi realizada 30 dias apds a ultima aplicacdo de laser e
45 dias apés a insercdo do implante. O procedimento foi realizado por meio de
injecdo intravenosa de Propofol (1mg/kg) e a posterior parada cardiaca provocada
por Cloreto de Potassio 10% (1mil/kg). A mandibula dos 32 coelhos foi ressecada

completamente e imersa em solugdo de formol 10% neutro e tamponado por um
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periodo de 48 horas. Através de uma osteotomia, removeu-se a por¢do da sinfise
mandibular esquerda de cada coelho, onde continha o implante osseointegravel
completamente recoberto por osso. Posteriormente, banhos sucessivos de diversas
concentracdes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%) foram realizados em um periodo
de 30 dias.

Esteriologia

Das 32 pecas, apenas 24 foram destinadas para esta andlise. As pecas 6sseas
foram submersas em resina acrilica termopolimerizavel LR White Embedding Resin
(Kit Medium Grad, EMScience®, Filadélfia, EUA) na seguinte sequéncia: 12 semana
50% de alcool absoluto e 50% de resina, 22 semana 30% de alcool absoluto e 70%
de resina, 32 semana 10% de alcool absoluto e 90% de resina e na 42 semana 100%
de resina. A polimerizagéo foi realizada em forno convencional a 64° C durante 24
horas. Assim, realizaram-se as laminas em 200 um através de um micrétomo
especifico para cortes de metal associado a tecido organico EXAKT (Exakt®,
Schleswing-Holstein, Alemanha) e, posteriormente, o refinamento a 30 ym com uma
politriz metalografica EXAKT (Exakt®, Schleswing-Holstein, Alemanha). Finalmente,
as laminas foram coradas em azul de toluidina conforme protocolo realizado na

Unidade de Patologia Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

MEV (Microscopia Eletronica de Varredura)

Oito amostras foras destinada para este tipo de analise, onde foram
embutidas em resina acrilica EMBed-812 Embedding (Kit Electron Microscopy
Sciences, EMSdiasum®, Filadélfia, EUA), especifica para preparo em MEV e
polimerizadas em um forno convencional a 60° C por 48 horas. As pecas foram
seccionadas no sentido do longo eixo do implante usando uma serra diamantada
com 0.3 mm de espessura (Logitech AXL1 Precision Annular Saw. Logitech®
Materials Technologists & Engineers. Glasgow, Escocia, Reino Unido).
Posteriormente, receberam polimento com diversas granulacgdes de lixa d’agua (600-
4000). Finalmente, procedeu-se a metalizagéo (BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater.
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Capovani Brothers Inc., Nova lorque, EUA) das oito pecas, passo fundamente antes
da MEV.

Andlise de Contato entre Osso e Implante (BIC) e Area de 0sso neoformado (BA)

Tanto para MEV quanto para Esteriologia BIC e BA foram os tipos de
avaliacOes realizados. Apés as realizacdes das imagens em MEV e em microscopio
optico, as mesmas foram carregadas no sodtware livre software UTHSCSA Image
Tool® 3.0 (UTHSCA ImageTool for Windows, Texas, EUA) onde as medidas foram
realizadas. Apds a calibracdo do programa, foram tomadas medidas de contato
entre 0sso implante que constava da distancia de uma crista a outra da espira do
implante (em pm), como também, da area de 0sso neoformado dentro desta espira

(em um?2) — Figura 2 e 3.

Analise Estatistica

Os programas que foram utilizados sdo o software estatistico Statistical
Package for Social Sciences® (SPSS) versdo 17.0 e a planilha eletrénica do

Microsoft Excel®, ambos para o sistema operacional Windows®.

Tanto para MEV quanto para a esteriologia, o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk fora utilizado, demonstrando que para este tipo amostral aceitou-se a hipdtese
nula de normalidade. Para tal, o teste estatistico utilizado para o ‘n’ de 32 animais e
para um total de quatro grupos utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) e o Teste
de Tukey, cujo p valor fora <0,05. Obteve-se diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos estudados.

Resultados

MEYV (n=8)

Para BIC notou-se diferenca significativa entre os grupos experimentais quando

comparados ao controle, onde as maiores médias foram encontradas nos grupos
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experimentais sendo que os grupos Elll (1021,1 ym) e El (977,9 pum) foram
superiores aos demais grupos (C=807,8 um, EllI=761,5 ym) — Gréafico 1. Avaliando-
se BA, notou diferenca significativa entre os grupos C=91599,7 um? grupo
ElllI=122573,7 um?, onde p=0,05 — Grafico 2.

Esteriologia (n=24)

Em BIC, o grupo Controle apresentou valores de 758,0 um, El= 902,4 um,
Ell=884,7 um e Elll= 1045,3 pm, sendo que Elll superou os demais grupos. Quando
estudado o BA, diferencas estatisticas foram encontradas entre os grupos controle,
El (100068,3 um?) e Elll (103934,5 ym?), onde foi verificado que a dose de LLLT ndo
foi um fator determinante. Assim, independentemente da dose de laser utilizada,
obtiveram-se melhores resultados quando da irradiagdo comparando-se ao grupo

controle.

Discussao

Este artigo buscou investigar se a acdo da LLLT sobre o reparo ésseo
perimplantar realmente é efetivo, como também, se diferentes doses de laser
apresentam comportamento diferente sobre este reparo. Outro fator importante é a
insercdo do implante na mandibula dos animais, simulando a real aplicacdo deste

material em humanos.

A LLLT estd sendo muito utilizada na area odontolégica em virtude de seu
grande potencial biomodulador (KARU, 1989), onde se sugere um efeito benéfico
sobre o manejo de determinadas condicdes patoldgicas (LIRANI-GALVAO e
colaboradores, 2006; KAZEM-SHAKOURI e colaboradores, 2010), na proliferacéo
celular (KHADRA, 2005; GRASSI e colaboradores, 2011), como também, no reparo
o0sseo (KARU, 1989; GARCIA e colaboradores, 2001; SILVA JR e colaboradores,
2002; PINHEIRO e colaboradores, 2003; LIRANI-GALVAO e colaboradores, 2006;
WEBER e colaboradores, 2006; BLAYA e colaboradores, 2008; PINHEIRO e
colaboradores, 2008; MATSUMOTO, 2009; SARCINO e colaboradores, 2009;
BASHARDOUTS e colaboradores, 2010; KAZEN SHAKOURI e colaboradores, 2010;
KREISNER e colaboradores, 2010; NASCIMENTO e colaboradores, 2010; GRASSI

e colaboradores, 2011). Khadra (2005) realizou um trabalho baseado em uma série
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de investigacdes trazendo com resultados que a LLLT acelera o metabolismo e a
fase de mineralizacdo durante o reparo 6sseo, aumenta a interagdo entre o implante
e 0 0Sso ap6s um periodo de oito semanas de osseointegracdo, aumenta a atividade
celular e a sua proliferacéo e adesdao celular sobre implantes dentérios.

Da mesma forma, em concordancia com alguns trabalhos mais recentes
(PINHEIRO e colaboradores, 2003; KHADRA e colaboradores, 2004; LOPES e
colaboradores, 2005; LOPES e colaboradores, 2007; CAMPANHA e colaboradores,
2010), utilizamos a LLLT no espectro infravermelho, com comprimento de onda de
830nm, poténcia de 50 mW, com 2 pontos de aplicacédo da ponteira do laser proximo
aos implantes dentarios (sem sobreposicdo aos mesmos) inseridos na mandibula
desses animais. Foram realizados um total de 7 sessdes de irradiacdo laser com
intervalos a cada 48 horas e com diferentes doses para cada grupo experimental. O
grupo controle nao recebeu qualquer dose de LLLT, apenas a simulacéo desta.

O tipo de analise quanto a interacéo entre 0sso e implante e a area de 0sso
neoformado em torno a superficie de titAnio foram realizados para mensurar a
osseointegracdo nos grupos irradiados ou ndo com LLLT. Baseou-se na literatura
(PEREIRA e colaboradores, 2009; KOCH e colaboradores, 2010; DOI e
colaboradores, 2012; SAULACIC e colaboradores, 2012) para avaliar o BIC e BA,
assim como, na utilizacdo da coloracdo de azul de toluidina para serem aplicadas
estas técnicas. Os trabalhos utilizaram diversas localizacdes na superficie do
implante para promoverem as mensuracfes, sendo na regiao cervical (PEREIRA e
colaboradores, 2009; SAULACIC e colaboradores, 2012), no terco médio (DOI e
colaboradores, 2012) e na regido apical do implante (KOCH e colaboradores, 2010).
Observando-se a divergéncia na literatura quanto a regido mais propicia a se
investigar o contato entre 0sso e implante, assim como, o volume de 0sso
neoformado, este trabalho buscou avaliar as trés regides (cervical, média e apical),
permitindo-se investigar ndo sé qual das regido apresentaria maior ou menor grau

de osseointegracdo, mas também, qual dos grupos se fez mais evidente.

Pereira e colaboradores (2009) publicaram um artigo onde buscaram
investigar os efeitos da irradiagcdo por LLLT sobre o processo de reparo 6sseo
perimplantar em tibias de 12 coelhos, sendo que a metodologia constou da analise
de BIC e BA em torno desses implantes. Através da avaliagdo das laminas

histolégicas coradas com azul de toluidina, verificou-se que a laserterapia aumentou
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a superficie de contato entre 0sso e implante comparando-se ao grupo controle,
porém a é&rea total de osso obtido foi semelhante entre todos os grupos. Nosso
artigo, porém, mostrou resultados positivos tanto em BIC quanto em BA dos grupos
experimentais comparando-se ao grupo controle frente ao uso do LLLT apds a
insercdo de implantes osseointegraveis realizados em mandibula de coelhos. Outro
fator a se destacar, é que no trabalho citado, utilizou-se, no mesmo animal, lado
controle e experimentais com a concomitante aplicagdo de LLLT, indo em
discordancia com trabalhos realizados por alguns pesquisadores (ROCHKIND e
colaboradores, 1989; RODRIGO e colaboradores, 2009; FRONZA e colaboradores,
2013; MAYER, 2013). Eles defendem a ac¢éo sistémica dos lasers, onde aplicando-
se a luz em um determinado local, possa haver sua acédo a distancia, em tecidos
vizinhos. Nosso artigo respeitou esta possibilidade, separando o grupo controle em

[{el)

um grupo unico com o “n” igual ao dos grupos experimentais.

Conclusao

Verificou-se neste estudo que o uso da LLLT facilita o processo de
osseointegracdo em implantes inseridos mediatamente apos a extracdo dentaria em
coelhos. Notou-se que o grupo que utilizou a maior dose de LLLT (20J/sesséo)
apresentou melhores resultados em BIC. Para BA, a dose nao foi um fator
determinante, sendo que os grupos irradiados apresentaram maior neoformacao

ossea.
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Figura 1: Fluxograma referente a distribuicdo demogréfica da populagéo estudada.
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Figura 2: Comparacao dos resultados encontrados em MEV. As fotomicrografias foram realizados em
200X, em modo BSE, da regido entre espiras nos quatro diferentes grupos (C, El, Ell, Elll). Neste
caso, encontrou-se diferenca significativa para BIC, onde o grupo Elll apresentou melhores
resultados. Em BA, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, apenas tendéncia de
diferenciacéo entre C e Elll onde p=0,051.

Figura 3: Avaliagao topogréfica realizadas em aumento de 200x: as imagens foram observadas por
meio de microscopia 6ptica com laminas coradas com Azul de Toluidina. Notar a diferenca na
ossificagdo com diferentes doses de LLLT aplicadas.
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Tabela 1: Apresentacgdo dos resultados para as analises BIC (um) e BA (um?2) tanto em MEV quanto em
Esteriologia (Média/Desvio Padréo).

Analise/Grupo MEV Esteriologia
Controle
Contato £l 807,8 (+ 174,9) 91599,7 (+ 45770,3)°
(BIC) 977.,9 (+ 67,4)" 129465,5 (+ 33028,8)°
um Ell 761,5 (+ 56,1)° 96763,7 (+ 33754,3)°
Elll 1021,1 (+ 110,6)" 122573,7 (+ 57385,9)"
. Controle
Area £l 757,9 (+ 148,3)° 63740,3 (+ 36828,3)"
(BA) 902,4 (+ 131,4)° 1000684 (+ 35443,3)"
um? Ell 884,7 (+ 169,6)° 874283 (+ 44328,5)"
Elll 1045,3 (+ 162,7)° 103934,5 (+ 40229,7)"

Grafico 1: Relacéo de contato entre osso e implante (BIC) para cada tipo de andlise realizada (MEV e
Esteriologia). Para MEV os valores obtidos foram C=807,8 (+ 174,9), EI=977,9 (+ 67,4), ElI=761,5 (+ 56,1) e Elll=
1021,1 (+ 110,6) e para Esteriologia C=757,9 (+ 148,3), EI=902,4 (+ 131,4), EII=884,7 (+ 169,6) e EllI=1045,3 (+
162,7).
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Gréfico 2: Relagéo de neoformagao dssea perimplantar (BA) para cada tipo de andlise realizada (MEV e
Esteriologia). Para MEV os valores obtidos foram C=91599,7 (+ 45770,3), EI=129465,5 (+ 33028,8), EII=96763,7
(£ 33754,3) e Elll= 122573,7 (+ 57385,9) e para Esteriologia C=63740,3 (+ 36828,3), EI=100068,4 (+ 35443,3),
Ell=87428,3 (+ 44328,5) e EIll=103934,5 (+ 40229,7).
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