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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar histometricamente a influéncia do uso de
um laser de baixa intensidade e de um cimento de fosfato de calcio sobre o reparo
0sseo ao redor de implantes de titanio instalados em tibias de coelhos. Para tanto,
foram utilizados 12 coelhos adultos nos quais foram preparados dois defeitos de
diametro 3,7 mm em cada tibia. Os defeitos distais foram preenchidos com o
cimento de fosfato de calcio BoneSource' e os defeitos proximais ndo receberam
tratamento. Todos os defeitos foram cobertos por membranas de colageno
absorvivel ProTape®. Apos 6 semanas, as areas de todos os defeitos receberam
implantes de titanio. Os implantes colocados nas tibias direitas foram entao
submetidos a aplicacbes de laser de baixa intensidade, de meio ativo GaAlAs, a
cada 48h do 1.° ao 13.° dia pds-operatorios, totalizando 7 sessdes, enquanto que
as tibias esquerdas nao receberam aplicacdes de laser. Apés 3 e 6 semanas,
foram feitos os sacrificios (6 animais por periodo), e cortes ndo-descalcificados
foram obtidos e analisados com relagdo ao contato direto entre osso e implante
(CO) e a area de osso no interior das roscas (AO). Os resultados obtidos foram
tabulados e analisados estatisticamente usando ANOVA e teste de Tukey. Para o
CO apresentou um aumento significante nos grupos laser, comparado com 0s
grupos sem laser, nos tempos de 3 e 6 semanas (p<0,003). As médias de CO
foram estatisticamente semelhantes entre os grupos com e sem material, nos
tempos de 3 e 6 semanas. O CO nao apresentou aumento estatisticamente
significante com o tempo, comparando-se os grupos de 3 e 6 semanas.
Considerando-se AO, as médias foram estatisticamente semelhantes entre os
grupos com e sem material e com e sem laser, nos tempos de 3 e 6 semanas. A
AO apresentou aumento estatisticamente significante com o tempo, comparando-
se 0s grupos de 3 e 6 semanas, independentemente do uso de laser e material
(p<0,0001). Nao houve interagao significativa entre os fatores material e laser
para ambos CO e AO. Baseado nos resultados obtidos, e dentro das limitagdes

deste estudo, conclui-se que: (1) o laser de baixa intensidade melhorou o contato



osso-implante em tibias de coelho; (2) o material aloplastico testado proporcionou

reparo 0sseo ao redor dos implantes semelhante ao obtido com o coagulo.

Palavras-chave: fosfato de calcio; lasers; implantes dentarios.

! Stryker Co, Kalamazoo, Michigan, EUA
2 Proline Biomédica, S&o Carlos, SP, Brasil



ABSTRACT

This study aimed to evaluate histometrically the influence of a calcium phosphate
cement and a low intensity laser on bone repair around titanium implants placed in
rabbit tibiae. Twelve adult rabbits were used, and two bone defects of 3.7 mm
diameter were prepared in each tibia. The two distal defects were filled with
BoneSource’ calcium phosphate cement and the proximal defects did not receive
any material. All defects were covered with ProTape? collagen membranes. After
six weeks, the areas of all defects received titanium implants. The implants placed
in the right tibiae were subjected to low intensity laser therapy (LILT) with a GaAlAs
diode laser every 48h from the 1% to the 13" day postoperatively. After 3 or 6
weeks, the animals were sacrificed (6 animals per period), non-decalcified sections
were obtained and analyzed for bone-to-implant contact (CO) and bone area within
the implant threads (AO). The results were tabulated and analyzed statistically
using ANOVA and Tukey’s test. For CO, the means were statistically similar
between groups with and without the material, in the periods of 3 and 6 weeks. CO
presented significant increase in the laser irradiated groups, when compared with
non-treated groups, in both 3 and 6 weeks periods (p<0.003). CO did not increase
significantly with time, when 3 and 6 weeks periods were compared. Considering
AO, the means were statistically similar among groups with and without material
and with and without laser, in both 3 and 6 weeks periods. The AO presented
significant increase with time, when comparing 3 and 6 weeks groups, regardless
the use of laser or material (p<0.0001). There was no significant interaction
between material and laser for both CO and AO. Based on the results, and
considering the limitations of the study, it can be concluded that: (1) low intensity
laser improved bone-to-implant contact in rabbit tibiae; (2) the alloplastic material

promoted similar peri-implant bone repair when compared to blood cloth.



Keywords: calcium phosphate; lasers; dental implants.
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1. INTRODUCAO

Com o objetivo de reabilitar os pacientes que apresentam perdas dentarias,
tem-se ao longo do tempo buscado desenvolver materiais e técnicas que
permitam recuperar satisfatoriamente a estética e a fungdo. As proteses dentais
convencionais, usadas ha mais de dois séculos, apresentam como desvantagens
desgaste de tecido dentario dos dentes adjacentes, cobertura dos tecidos moles
com componentes do aparelho protético, dificuldade de higienizagdo, desconforto
€ mesmo prejuizos psicoloégicos ao paciente. Como uma alternativa as proteses
convencionais, os implantes dentarios foram desenvolvidos e tém sido utilizados
com sucesso ha mais de 40 anos. Dentre as primeiras tentativas de uso de
implantes orais, figuram os implantes metédlicos subperiostais e laminares. No
entanto, nenhum desses implantes atingia uma ligacédo com o tecido 6sseo ou
mesmo um nivel de compatibilidade biolégica que permitissem resultados
satisfatorios por periodos longos (Lindhe, 1997).

Em 1969, Branemark et al. iniciaram a divulgagdo dos resultados de seus
estudos de ancoragem Ossea de proteses utilizando implantes de titanio,
inicialmente realizados em caes, os quais constituiram a base cientifica para a
compreensao do processo de osseointegracdo. Em 1977, publicaram um estudo
documentando o uso dos implantes osseointegraveis em pacientes. Observava-se
entdo que era possivel a conexao direta entre o osso e a superficie do implante
quando submetido a carga funcional. Esse conhecimento deu inicio a uma nova
fase da Odontologia, na qual varios trabalhos tém buscado definir parametros
mais eficazes para o uso dos implantes osseointegraveis.

Dentre os fatores determinantes para a possibilidade da reabilitagdo com
implantes, estdo a qualidade e a quantidade 6ssea do sitio a ser reabilitado. Além
da reabsorgao fisioldgica ocorrida apds as perdas dentarias, outros fatores tais
como trauma, anomalias de desenvolvimento, ressec¢ao oncoldgica, infecgdo e
processos patologicos podem levar a defeitos no arcabougo ésseo, e quando

diagnosticada tal deficiéncia, os procedimentos reconstrutivos estdo indicados



(Moghadam et al., 2004). Dentre os materiais utilizados, encontram-se os enxertos
autégenos, homogenos e heterdgenos, além dos materiais aloplasticos (Henry et
al., 1997).

Os enxertos autdogenos s&o considerados a primeira escolha para
reconstrucdo éssea devido as vantagens bioldgicas que apresentam, como a alta
biocompatibilidade, por serem retirados do préprio individuo, e suas comprovadas
propriedades de osteocondugdo, osteoindugdo e osteogénese (Becker et al.,
1995). No entanto, necessitam de intervenc&o em um sitio doador causando maior
morbidade ao paciente, freqientemente implicam em aumento de custo e tempo
operatdrios e ainda apresentam graus variados de reabsorgédo ao longo do tempo
(LeGeros, 2002; Gosain, 2005). Assim sendo, alternativas reconstrutivas tém sido
buscadas.

Os enxertos homogenos, ou seja, 0sso de doador da mesma espécie que a do
individuo receptor, sao geralmente adquiridos em bancos de osso cadavérico
humano e apresentam como desvantagens sua dificil obtencdo, altos custos, além
de risco de transmisséao viral e imunogenicidade. Os enxertos heterégenos por sua
vez, dentre os quais destacam-se os de origem bovina, s&o materiais amplamente
comercializados, mas que também apresentam possivel risco de reacgdes
imunogénicas e diferentes indices de reabsorgédo do enxerto (Moghadam et al.,
2004).

Assim sendo, substitutos 6sseos com propriedades adequadas e sem as
desvantagens dos enxertos tém sido buscados através de diversos estudos.
Dentre os materiais testados estdo os metais, polimeros, corais, fosfato de calcio
de origem natural ou sintética, vidros bioativos e associagdes. Dentre esses, 0
grupo do fosfato de célcio € o que apresenta mais semelhanga com as
propriedades e composicdo do componente mineral 6sseo. Nesse grupo
encontram-se os cimentos de fosfato de calcio (LeGeros, 2002), que tém sido
amplamente estudados na area de saude para o reparo de defeitos Osseos,
especialmente nas areas de neurocirurgia, ortopedia, cirurgia plastica e, menos

comumente, na odontologia (Shimazaki & Mooney, 1985; Burr et al., 1993; Lu et



al., 1997; Dickson et al., 2002; LeGeros, 2002; Peltola et al., 2003; Cancian et al.,
2004; Magee et al.,, 2004). Tendo em vista que a deficiéncia Ossea
impossibilitando a instalacdo de implantes é um quadro frequente, e que sua
corregao esta dentre os procedimentos reconstrutivos mais realizados em cirurgia
buco-maxilo-facial, a literatura ainda carece de estudos avaliando
histometricamente o uso desses cimentos com posterior instalagdo de implantes
de titanio.

Estima-se que os implantes dentais atinjam atualmente taxas de sucesso
proximas de 95%. Os trabalhos de Albrektsson et al. (1988) e Adell et al. (1990),
confirmaram esses altos indices de sucesso a longo prazo com a utilizagdo de
implantes osseointegraveis no tratamento de pacientes totalmente edéntulos. No
entanto, falhas no tratamento com implantes continuam a existir, especialmente
em areas de pobre qualidade ou quantidade éssea, como por exemplo a regido
posterior da maxila em muitos pacientes. Mordenfeld et al. em 2004 publicaram
estudo retrospectivo avaliando 52 pacientes reabilitados com 78 implantes em
regides posteriores, e acharam uma taxa de sobrevivéncia de 78,3% na maxila e
94,5% nos implantes que foram instalados na mandibula. Assim sendo, técnicas
que beneficiem o processo de reparo apds a instalacido de implantes tém sido
buscadas, especialmente visando um melhor progndstico em areas cujas
caracteristicas 6sseas nédo sejam ideais. Uma aceleragdo no processo de
osseointegracdo também traria beneficios ao permitir que se submetesse o
implante a carga em um periodo menor, reduzindo o tempo de tratamento. Dentre
as técnicas atualmente discutidas para favorecimento do reparo Osseo e,
consequentemente, da osseointegracédo esta a laserterapia de baixa intensidade,
também conhecida pela nomenclatura em lingua inglesa LILT (low intensity laser
therapy), LLLT (low level laser therapy) ou LPL (low power laser).

O laser terapéutico de baixa intensidade tem sido preconizado como um
estimulador do reparo tecidual. Diversos trabalhos investigando suas propriedades
tém sido publicados desde o advento do laser, em meados da década de 60.

Dentre as utilidades clinicas desta técnica, tém sido relatado sucesso em



diferentes situagdes, tais como lesbes em tecidos moles bucais como aftas,
herpes simples e mucosites (Wong & Wilder-Smith, 2002), pos-operatorio imediato
em cirurgia oral menor (Myers & McDaniel, 1991) e mesmo no reparo pulpar
quando do tratamento conservador da polpa (Jayawardena et al., 2001). Esse
recurso terapéutico também tem sido recomendado como um estimulador do
reparo 0sseo e da osseointegracao, o que indicaria seu uso quando da colocagao
de implantes (Guzzardella et al., 2003).

Dentre os beneficios atribuidos ao laser de baixa intensidade em implantes
estdo a aceleragdo do processo de reparo, diminuicdo de dor e edema pos-
operatérios e potencial bactericida (Shibli et al., 2003). Dortbudak et al. (2000)
obtiveram um efeito de estimulacdo celular quando aplicando o laser diretamente
sobre osteoblastos in vitro. Pinheiro et al. (2003) demonstraram efeitos positivos
usando laser de baixa intensidade em regides receptoras de diferentes tipos de
enxerto, com e sem o uso de membranas. Arnabat-Dominguez et al. (2003)
obtiveram bons resultados usando o laser de érbio (Er-YAG) em estudo piloto com
20 pacientes que haviam recebido implantes. Guzzardella et al. (2003)
demonstraram melhor osseointegracdo com o uso de laserterapia pds-operatéria
em implantes ceramicos. No entanto, poucos estudos comparativos estao
disponiveis na literatura avaliando através de histometria a osseointegragéo de
implantes de titanio submetidos a laserterapia, especialmente quando utilizados

sobre area previamente tratada com substitutos ésseos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tecido 6sseo e reparo

O osso € um tipo especializado de tecido conjuntivo de sustentacéo, cujas
principais fungdes organicas sdo o suporte estrutural e a reserva de minerais. E
um tecido extremamente dinamico, com intenso metabolismo de calcio, e seus
processos de reparagao e remodelacao estdo presentes durante toda a vida. Sua
composi¢cao micro-estrutural pode ser dividida em: células 6sseas, uma fase
organica constituida de colageno e outras proteinas e que corresponde a
aproximadamente 35% de seu volume, e uma fase inorgénica ou mineral,
correspondente aos outros 65% do volume (Junqueira & Carneiro, 1999). O alto
grau de integracao e orientagdo dos componentes organicos e minerais do 0sso
Sa0 0s responsaveis por sua resisténcia mecanica .

As células o6sseas sdo os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, e sdo
responsaveis por todos os processos de formacdo, reabsorcdo, reparacdo e
remodelacdo do tecido 6sseo. Os eventos de formacdo 6ssea envolvem a
mineralizagdo de proteinas da matriz extracelular, a qual €& produzida pelos
osteoblastos. Os osteoblastos que ficam acondicionados no interior da matriz
mineralizada, ocupando lacunas, tornam-se os ostedcitos, que se comunicam com
células adjacentes e fontes nutritivas por projecdes citoplasmaticas localizadas em
canaliculos através da matriz mineralizada. Os osteoclastos, por sua vez, sao
células multinucleadas portadoras de grande quantidade de enzimas digestivas,
que estdo presentes na superficie das trabéculas Osseas e participam dos
processos de remodelacdo Ossea e regulagdo dos niveis plasmaticos de calcio
(Junqueira & Carneiro, 1999).

A fase inorganica do osso consiste de plaquetas de mineral, de formato
irregular, com dimensdes aproximadas de 30 a 45 nm de comprimento € 5 nm de
largura, que se depositam ao longo das fibrilas colagenas, paralelamente entre si.

A sua composicao basica é de hidroxiapatita de calcio [Ca19(PO4)s(OH).], embora



outras fases nao apatiticas como o carbonato de calcio, dolomita, bruxita, fosfato
de calcio amorfo e fosfato octacalcico sejam também encontradas. Os poros do
osso variam de 1 a 100 um no osso cortical e de 200 a 400 um no osso medular, e
influenciam a difusdo de nutrientes, migracdo e expressdo celular e mudancgas
morfolégicas no 0sso, necessarias para sua formacao e reparo (LeGeros, 2002).

Qualquer lesdao que altere a hemostasia do tecido 6sseo, como fraturas,
interrupgdo do suprimento sanguineo ou mesmo a instalagdo de implantes,
desencadeia a liberagao de fatores de crescimento que irdo ativar a regeneragao
Ossea local pela acdo dos osteoblastos. No entanto, alguns fatores séao
necessarios para que o reparo 0sseo ocorra de forma satisfatoria, e dentre eles
destaca-se a vascularizagao local. A vascularizagao no interior do osso compacto
€ proveniente de continuagdes dos envoltorios ésseos peridsteo e enddsteo. Além
disso, esses envoltorios detém potencial osteogénico, fazendo com que os
mesmos participem das atividades de remodelacdo &ssea. Assim sendo,
tratamentos que beneficiem a vascularizagdo e a atividade celular ésseas, tais
como as irradiacbes com laser de baixa intensidade, sdo constantemente
estudados visando melhorar o processo de reparo.

Sabendo-se da importancia do conhecimento do processo de reparo 6sseo
para os estudos da osseointegracédo de implantes, Roberts et al, em 1987,
realizaram uma comparagao do processo de reparo 6sseo em humanos, caes e
coelhos. Concluiram que o reparo do osso cortical em coelhos € trés vezes mais
rapido que no homem, ou seja, ao final de 6 semanas o ciclo completo de
remodelacdo foi realizado. Estudos dessa natureza colaboram para definir os
protocolos experimentais que permitam uma correlagédo adequada entre estudos
em modelos animais e a pratica clinica, ainda que dentro das limitacdes,

amplamente discutidas, que s&o inerentes aos estudos laboratoriais.
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2.2. Substitutos 6sseos

E amplamente aceito na literatura que os enxertos autégenos sdo a
primeira escolha para reconstru¢cdo em areas com deficiéncias désseas. Esses
enxertos sao considerados o padrao ideal devido a sua excelente
biocompatibilidade e por suas caracteristicas de osteoconducgao, osteoindugao e
osteogénese (Becker et al., 1995). Entende-se como osteogénese a capacidade
do enxerto de, contendo células dsseas viaveis, realizar formagao de tecido dsseo.
A osteoindugdo acontece usualmente quando o enxerto contém substancias
desencadeantes da diferenciagdo celular e formacdo Ossea, especialmente
proteinas morfogenéticas 6sseas. A osteoconducgdo é a capacidade do enxerto ou
material aloplastico de servir como um arcabougo para guiar a formagao éssea.
Os enxertos autégenos, no entanto, necessitam de intervengcdo em um sitio
doador, causando maior morbidade ao paciente. Geralmente o custo e tempo
operatdrios sdo aumentados, especialmente em casos em que areas extra-bucais
sdo necessarias (LeGeros, 2002; Gosain, 2005). Assim sendo, alternativas a
esses enxertos tém sido buscadas.

Os enxertos homogenos, ou seja, 0sso obtido de doador da mesma espécie
que a do individuo receptor, sdo geralmente adquiridos em bancos de 0sso, mas
alguns paises tém-nos disponiveis no mercado, nas formas de osso humano
descalcificado, congelado e seco e de osso humano mineralizado, congelado e
seco. O osso mineralizado possui propriedade osteocondutora enquanto que o
desmineralizado pode possuir também propriedade osteoindutora, a qual, no
entanto, pode ser perdida caso haja falha no processamento do material ou niveis
baixos de proteinas indutoras no enxerto (Cruz, 2004). Esses materiais séo de
dificil obtengcdo no Brasil, tém altos custos de processamento e apresentam risco
de transmissao viral e imunogenicidade.

Os enxertos heterdégenos, dentre os quais destacam-se os de origem
bovina, sdao materiais amplamente comercializados. Os enxertos heterégenos

mais comuns sao produzidos a partir de osso bovino cortical ou medular. A matriz

11



organica é desproteinizada, descalcificada e depois desidratada pelo processo de
liofilizagao, que impede a desnaturacao das proteinas. A matriz inorganica de 0sso
bovino € produzida a partir de osso cortical ou esponjoso, e contém apatita
carbonatada em sua composigdo quimica (Cruz, 2004). No entanto, esses
enxertos também apresentam possivel risco de contaminagdo do individuo
receptor, reagcdes imunogénicas e reabsor¢gao com perda do enxerto (Moghadam
et al., 2004)

Assim sendo, a necessidade de substitutos 6sseos com propriedades
semelhantes ao 0sso, mas sem as desvantagens dos enxertos previamente
citados, ocasionou o desenvolvimento comercial e experimental de uma variedade
de materiais para reparo, substituicdo ou aumento do tecido 6sseo. Este grupo de
materiais inclui metais, polimeros, corais, fosfato de célcio de origem natural
(proveniente de corais ou 0sso bovino) ou sintética, vidros bioativos (compostos a
base de silica) e compostos de polimero associado a fosfato de calcio. Dentre
esses, 0 grupo que mais se aproxima das propriedades e composigdo do mineral
0sseo é o do fosfato de calcio, o qual inclui a hidroxiapatita de calcio, o fosfato
tricalcico e os cimentos de fosfato de calcio (CFC) (LeGeros, 2002).

Sardinha (2001) avaliou histologicamente o comportamento do polimero de
mamona, do osso humano desmineralizado e do sulfato de calcio quando usados
como biomateriais associados a implantes de titanio. Utilizou uma amostra de 10
coelhos, os quais receberam 4 implantes em suas tibias, sendo um instalado em
leito preenchido com cada material experimental, e outro sem material (controle).
A analise histolégica em microscopia Optica mostrou neoformagdo dssea e
vascular sem reacgado inflamatéria de corpo estranho em todos os grupos,
concluindo que os materiais aloplasticos e enxerto liofilizado utilizados sao
compativeis com o processo de regeneracao 0ssea. Rabelo (2001), em um estudo
desenvolvido com implantes inseridos em tibias de coelhos, encontrou resultados
semelhantes com a utilizagdo do vidro bioativo, quando comparado com o grupo

controle coagulo.
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O conceito base para o desenvolvimento dos CFC foi introduzido em 1982,
por Le Geros et al. (1982), sendo que esses materiais sdo constituidos de um
componente solido e outro liquido. O componente sélido pode ser fosfato de calcio
puro ou uma associacao de fosfato de calcio com outros compostos calcicos. O
componente liquido pode ser inorganico, como acido sulfurico ou acido fosférico,
organico, como acido latico ou acido tartarico, ou entdo solugbes de fosfato de
sodio.

O CFC BoneSource foi langado no mercado ha aproximadamente dez
anos, sendo preconizado pelo fabricante para reconstrugdes craniofaciais e tem
sido amplamente estudado e utilizado principalmente como material de
reconstrucdo craniana. E composto de uma mistura de fosfato tetracalcico e
fosfato dicalcico anidro, em uma proporgao de 73%:27%. Uma reacéo isotérmica
de presa entre o fosfato tetracalcico e o fosfato dicalcico anidro, com incorporagao
de agua, resulta na formacao de hidroxiapatita microporosa reabsorvivel, como
explicitado pela formula quimica abaixo.

H.O
Cay(POy), + CaHPO4 - Cas(PO4);0H

BoneSource Hidroxiapatita

O material apresenta-se comercialmente como po6 e solugdo de fostato de
sodio, acondicionados em embalagem estéril, os quais sdo manipulados de forma
a obter uma pasta que pode ser adaptada a regido a ser reconstruida, a qual
resulta, apds periodo de 5 a 10 minutos, em um implante sélido. Apds 4 a 6 horas,
a reagao quimica que resulta na formacdo de hidroxiapatita esta completa.
Segundo o fabricante, o material pode ser manipulado com agua destilada estéril
ao invés da solucao de fosfato de sédio quando se desejar uma reagao mais lenta
e, portanto, maior tempo de trabalho.

A propriedade atribuida aos CFC é a de osteocondutividade, ou seja, a
capacidade de formar um arcabougo e suportar crescimento 6sseo em seu

interior: o desenvolvimento de células osteoprogenitoras e a formagao dssea. Para
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tanto, o material deve apresentar uma composi¢do quimica e uma geometria de
particulas adequadas. Os materiais com essas caracteristicas osteocondutivas,
como a hidroxiapatita e o fosfato beta-tricalcico, permitem a ligagao, proliferagao,
migragado e a expressao fenotipica das células dsseas, levando a uma aposigéao
direta de osso sobre o material (LeGeros, 2002; Rupprecht, 2003).

Segundo Piecuch (1982), a hidroxiapatita quando implantada em tecido
mole ndo tem a propriedade osteoindutora, e seus poros sao preenchidos por
tecido conjuntivo, embora geralmente ndo ocorra nenhuma resposta inflamataria.
Alguns autores, no entanto, sugerem que os materiais aloplasticos sao também
osteoindutores, embora a maior parte da literatura considere que sua atividade
limita-se a osteocondugédo. Gosain et al. (2002) avaliaram compostos de
hidroxiapatita, sendo um CFC, colocados em envoltérios de tecido mole em
ovelhas, e observaram formagao oOssea. Os autores consideraram como
osteoindugdo a capacidade do biomaterial de iniciar a osteogénese sem o
crescimento 0sseo sobre o implante.

Os estudos utilizando CFC demonstram taxas de substituicido do material
por 0sso que variam de aproximadamente 5% até 50%. As variagbes podem ser
atribuidas a diferencas nas metodologias de avaliagao utilizadas nos estudos,
como a dificuldade de visualizagdo do material quando utilizado preparo
histolégico de rotina, em contraposi¢ao, por exemplo, a técnicas de microscopia
eletrbnica onde material e osso s&o facilmente diferenciados (Gosain et al., 2005).

Uma das vantagens dos CFC, e que leva com essa classe de materiais seja
crescentemente utilizada para reconstrugdes cranianas, € a possibilidade de
adaptacdo do material, ou seja, ndo é necessario a construgdo prévia de um
protétipo, como acontece nos casos de implantes metalicos. Uma vez aplicado
sobre a superficie 6ssea, o cimento pode ser livremente moldado e apds a presa
atinge a consisténcia final. Rupprecht et al. (2003), em um estudo utilizando o CFC
BoneSource para reconstrugcao de defeitos 6sseos de varios tamanhos em 0ssos
frontais de miniporcos, observou que o material mostrou-se adequado para

utiizacdo em defeitos de 15x25mm, no entanto observando um colapso do
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material em defeitos maiores devido a pouca estabilidade. A analise histométrica
mostrou que o material foi progressivamente substituido por tecido 6sseo,
reduzindo de 75% e material nos defeitos apdés 12 semanas para apenas 10%
apés 40 semanas, demonstrando uma boa compatibilidade do cimento. Em
contrapartida, Gosain et al. (2005), analisando comparativamente blocos de 0sso
autoégeno, trés compostos ceramicos e um CFC usados para aumento de contorno
facial em ovelhas, observaram pouca substituicdo do CFC (aproximadamente 5%),
quando comparado com os demais grupos e com a literatura disponivel, e
concluiram que futuros estudos devem buscar formas de melhorar as

propriedades do CFC visando uma maior substituicido do material por 0sso.

2.3. Laser de baixa intensidade

Teorias postuladas por Einstein em meados de 1917, afirmando que a
emissao de luz por um atomo pode ser estimulada pela propria radiagao incidente,
estimularam o desenvolvimento de técnicas para amplificacdo da luz. Townes,
Prokhorov & Basov, na década de 50, desenvolveram um sistema de MASER
(Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation), que
posteriormente Ihes renderia um prémio Nobel (Tuboy, 2002). Em 1960, tentando
estender a técnica do MASER para o espectro de luz visivel, o pesquisador
Theodore Maiman publicou o relato da utilizagdo de um aparelho de laser de rubi,
tornando-se o precursor da tecnologia laser atualmente conhecida (Blay, 2001;
Tuboy, 2002).

O termo laser € um acrbnimo da expressdo em lingua inglesa Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation, que pode ser traduzida como
amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radiagdo. E uma radiacdo
eletromagnética que difere de uma luz branca comum por possuir um unico
comprimento de onda, com ondas propagando-se coerentemente no espago e no
tempo, carregando altas concentracbes de energia. Essas caracteristicas

conferem a radiagcao laser possibilidades variadas de interagdo com os tecidos
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vivos, desde efeitos terapéuticos (laser em baixa intensidade) até efeitos de corte
cirargico (laser de alta intensidade) (Castilho Filho, 2003).

Os lasers sao compostos basicamente de trés partes: meio ativo, cavidade
Optica e fonte de excitacdo. O meio ativo € o material onde ocorre a acao laser, e
determina o tipo de laser e o comprimento de onda emitido. Pode ser gasoso,
solido ou liquido. Dentre os gasosos, destacam-se os lasers de hélio-nebnio, gas
carbdnico, argbnio, hélio-cadmio, nitrogénio e o Excimer laser (mistura de gases
nobres e halogénios). Como meios sélidos, temos toda a familia de lasers YAG
(Yttrium-Aluminium-Garnet), associados a outras substancias, como o neodimio
(Nd:YAG), érbio (Er:YAG); os lasers de rubi; e os lasers de meios ativos sdlidos
semicondutores, que incluem todos os lasers de diodo galio-arseneto (GaAs) e
arseneto de galio-aluminio (GaAlAs), dentre outros. Por fim, temos os meios
liquidos, que sédo corantes organicos dissolvidos em solventes, sendo a rodamina
0 mais comumente utilizado.

Para que ocorra a agao laser, é necessario que as moléculas do meio ativo
recebam energia. No caso dos lasers de diodo, a energia elétrica é utilizada. Essa
energia promove uma excitagdo das moléculas do meio ativo, e esse processo é
chamado de bombeamento do laser. Ao retornarem ao estado de repouso, a
diferenca de energia é liberada na forma de foétons (luz). A emissao de fétons por
um atomo estimula a liberagdo de fotons iguais a ele por outros atomos, na
chamada emissao estimulada. Esse processo é repetido varias vezes no interior
da cavidade O6ptica, que utiliza um sistema de espelhos semitransparentes que
retém a maior parte da energia, mas libera alguns fotons que formam o feixe laser
que sai do aparelho (Tuboy, 2002).

A maior parte dos efeitos clinicos e biolégicos da radiacéo laser de baixa
intensidade se devem a sua monocromaticidade, ou seja, ha um aproveitamento
total da luz emitida. Essa energia pode interagir com os tecidos de quatro formas:
reflexdao, transmissdo, absorcdo ou espalhamento. Dentre elas, a que permite
agao do laser sobre os tecidos € a absorgao, ou seja, uma interagao da matéria

com o foéton, transformando a energia radiante em outras formas de energia.
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Portanto, € necessaria a utilizagcdo de lasers com penetragcdo adequada para
alcancar a regidao onde o efeito bioestimulador é desejado (Castilho Filho, 2003).

A utilizacdo dos lasers para bioestimulacdo de tecido Osseo ainda é
bastante incipiente, se comparada a sua larga utilizacdo em tecidos moles por
diversas areas da Medicina e Odontologia. No entanto, alguns estudos se
propuseram a avaliar o efeito das radiacbes laser nesse tecido, utilizando
diferentes metodologias. Trelles e Mayayo (1987), realizaram um estudo em
fraturas induzidas manualmente em tibias de ratos. O grupo teste era irradiado por
laser de HeNe, de comprimento de onda 632 nm, com energia incidente de 2,4
Jicm?, em laser com poténcia de 4 mW. As aplicacdes eram repetidas a cada 48h,
durante 10 minutos, em total de 12 sessbes. Verificaram-se em analise
eletromicroscopica diminuicdo do processo inflamatério, aumento na
vascularizagao e aceleragao da regeneragao 6ssea, com um aumento no numero
de trabéculas 6sseas.

Takeda et al. (1988) analisaram o efeito de laser de diodo de comprimento
de onda 904nm aplicado em alvéolos de ratos pds-exodontia. Usando uma
densidade de energia de 20 J/cm?, observaram maior proliferagdo de fibroblastos,
formagdo de matriz 6ssea mais avancada e maior abundancia de trabeculado
0sseo nos animais irradiados.

O laser de Arseneto de galio-aluminio (GaAlAs) possui uma penetragao
tecidual elevada, principalmente porque a agua e a hemoglobina oferecem um
baixo coeficiente de absorcdo para ele; também €& sabido que a hidroxiapatita
demonstra absorcdo desse tipo de radiagdo. Yamagishi (1994) observou uma
penetracdo de aproximadamente 50% da radiagdo de um laser de diodo em
profundidade de 1 cm em osso mandibular de bovinos, com uma poténcia de
60mW, sugerindo que esses lasers podem ser utilizados como bioestimuladores
em tecido ésseo.

Doértbudak et al. (2000), testando a influéncia de um laser de diodo de 690
nm com dosagem de 2,4 J, aplicaram a radiagdo sobre culturas celulares de

osteoblastos provenientes de medula de ratos, observando a formacgao de osso in
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vitro. Constataram que todas as culturas irradiadas com laser apresentaram maior
formagdo 6ssea que as nao irradiadas, independente dos periodos de tempo,
concluindo que o efeito bioestimulador do laser sobre o tecido 6sseo € promissor
para melhoria da osseointegragédo de implantes dentais.

Blay (2001) avaliou o processo de osseointegracao de implantes de titanio
instalados em tibias de coelho, submetidos a aplicacbes de lasers na faixa do
infravermelho (830 nm) e na faixa da luz visivel (680 nm). O autor utilizou 30
coelhos, divididos em 3 grupos — um controle e dois grupos teste. Foram
realizadas 10 sessdes de irradiagcédo, a cada 48h, com densidade de energia de 4
Jicm? por ponto, em dois pontos de cada lado das tibias. Apdés 3 e 6 semanas,
foram realizados testes de frequéncia de ressonéancia e de torque de remog¢ao dos
implantes, obtendo-se resultados estatisticamente superiores com os implantes
irradiados para os dois testes, com os dois comprimentos de onda, sugerindo que
a aplicacao de radiacao laser favorece o processo de osseointegragao dos
implantes de titanio.

Kucerova et al. (2000), usando um laser de diodo aplicado apds exodontias
em 150 pacientes, avaliaram a resposta subjetiva dos pacientes ao tratamento, a
densidade radiografica dos alvéolos e os niveis de imunoglobulina A e albumina
na saliva, comparando os resultados com pacientes n&o-irradiados. Observaram
melhores resultados com o laser com relagdo a resposta dos pacientes e aos
niveis de proteinas salivares, mas néo obtiveram diferenga estatistica quanto a
densidade 6ssea.

Dortbudak et al. (2002), avaliaram histomorfometricamente a influéncia do
laser sobre a viabilidade celular e reabsor¢cao 6ssea no leito implantar, no pés-
operatorio imediato da instalagdo de implantes de titdnio em crista iliaca de 5
macacos. Cada animal recebeu 4 implantes em cada crista iliaca, sendo que um
dos lados era irradiado com laser de baixa intensidade, no comprimento de onda
de 690 nm durante 1 minuto, totalizando 6 J, em aplicagcdo unica imediatamente
ap6s a perfuragdo e colocagao dos implantes. Apds 5 dias, as pegas foram

removidas e analisadas quanto a presenga de ostedcitos viaveis e a area de
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reabsor¢cao 6ssea. Constatou-se que a reabsorgao nos espécimes irradiados nao
mostrou diferencas significantes em relagdo ao grupo controle, mas que o numero
de células viaveis foi maior no grupo irradiado, sugerindo que a irradiagdo com
laser de baixa intensidade imediatamente apds o preparo do leito implantar pode
beneficiar o reparo 6sseo.

Castilho Filho (2003), avaliando o torque de remocao em implantes
instalados nas tibias de 33 coelhos submetidos a irradiagcdo com laser de diodo,
com comprimento de onda de 780 nm, com densidade de energia de 7,5 J/cm?,
com aplicagdes realizadas a cada 48h, totalizando 7 sessdes, observou aumento
significativo nos valores de torque de remoc¢ao nos periodos de 21 e 42 dias,
concluindo que a irradiagdo com laser beneficiou o processo de osseointegragao
dos implantes.

Em estudo publicado em 2003, Guzzardella et al. avaliaram a microdureza
Ossea e contato 6sseo osso-implante através de histometria. Os implantes foram
instalados em ambos os fémures de 12 coelhos, sendo que uma das patas foi
irradiada com laser de diodo de GaAlAs, com comprimento de onda de 780 nm,
emissao pulsante, por 5 dias consecutivos apés a instalagdo dos implantes. Nos
sacrificios em 3 e 6 semanas, diferencas estatisticamente significantes foram
encontradas para microdureza e para a analise histométrica do contato 6sseo,
sugerindo que a irradiagdo com laser promoveu melhora na interface osso-
implante.

Em uma tentativa de elucidar a atuagdo da radiacdo laser de baixa
intensidade em nivel molecular, Hamajima et al. (2003) avaliaram o efeito dessa
radiacdo na expressao do gene regulador da producéo de osteoglicina, que é um
dos fatores osteoindutores presentes na matriz 6ssea, cartilagem e tecidos
conjuntivos, responsavel por regular a proliferacdo, diferenciacdo e adesao
celulares juntamente com outros fatores de crescimento. Em periodos de 2 a 4
horas apds a irradiacdo laser de células osteoblasticas de calvaria de ratos,
observaram um aumento de 1,5 a 2 vezes na expressao génica avaliada através

de reagao em cadeia da polimerase (PCR) quando comparados a grupos controle,
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sugerindo que 0 aumento na expressdo do gene da osteoglicina nos periodos
iniciais de proliferagdo dos osteoblastos pode ser um dos fatores importantes na
bioestimulacdo da formacéo dssea.

Khadra et al. (2004), em um estudo experimental em coelhos, analisaram o
efeito da terapia laser de baixa intensidade sobre o reparo 6sseo ao redor de
implantes. Os autores instalaram dois implantes de titdnio em cada umas das
tibias de doze coelhos, e irradiaram metade dos animais com laser de diodo
GaAlAs, imediatamente apdés a cirurgia e nos 10 dias pds-operatorios,
diariamente. Apds 8 semanas, avaliaram a tensao para remogao de 44 implantes,
analisaram histomorfometricamente 4 implantes e realizaram a quantificagdo de
calcio e fésforo encontrados na superficie dos implantes apos o teste de remocgao.
Encontraram que as forgas para remocgéo dos implantes foram significativamente
maiores nos implantes irradiados, e que o contato osso-implante dos implantes
irradiados foi maior que o do grupo controle, assim como a quantidade de calcio e
fosforo encontradas.

Khadra et al. (2005) avaliaram o efeito da terapia laser sobre a adeséo,
proliferacdo, diferenciagcdo e producdo de fatores de crescimento de células
osteoblasticas humanas. Os autores irradiaram células osteoblaticas mandibulares
humanas com laser de diodo GaAlAs com dosagens de 1,5 a 3 J/cm?, e entdo
semearam as culturas sobre implantes de titanio, utilizando culturas nao-irradiadas
como controles. Observaram que a terapia laser aumentou significativamente a
adesao, proliferacao, diferenciagao celular e producao de TGF-f4, sugerindo que a
irradiacéo laser pode atuar como modulador da atividade dos tecidos circundantes

ao implante de titanio.
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3. PROPOSICAO

Foi propédsito deste estudo avaliar histometricamente em tibias de coelho, de

forma comparativa:

1. ainfluéncia da radiagao laser de baixa intensidade sobre o reparo ésseo ao
redor de implantes de titanio, instalados em areas tratadas ou ndo com um
substituto 6sseo;

2. a influéncia da aplicacdo de um substituto 6sseo (cimento de fosfato de

calcio) sobre o reparo 6sseo ao redor de implantes de titanio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Parecer da comissao de ética

Previamente ao inicio da fase experimental, o projeto deste trabalho foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas, registrado sob numero de
protocolo 688-2 (Anexo).

4.2. Selecao e manutencao dos animais

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados 12 coelhos adultos, da raca
Nova Zelandia, fémeas, com peso variando entre 3,5 e 4,5 kg. Durante a
realizacdo do estudo, os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — Unicamp, sob as mesmas condicbes ambientais
durante todo o estudo, em gaiolas individuais e recebendo ragdo e agua ad

libitum.

4.3. Primeira fase cirargica
4.3.1. Medicacao pré-operatoria e anestesia
Os animais receberam, 30 minutos antes do procedimento, injecao
intramuscular de 80.000 Ul/kg peso de benzilpenicilina benzatina (Benzetacil®,
Eurofarma Laboratérios, Sdo Paulo, SP, Brasil) e 3 mg/kg peso de cetoprofeno
(Ketofen 10%", Merial Satide Animal, Paulinia, SP, Brasil). Quinze minutos antes
da anestesia, uma injecdo subcutadnea de sulfato de atropina 10% em uma dose
de 0,08 mg/kg foi realizada com objetivo de prevenir bradicardia durante a
anestesia (Wyeth Laboratérios, Itapevi, SP, Brasil). A inducdo anestésica foi
realizada através da via intramuscular, pela injecdo de 30 mg/kg de ketamina
(Dopalen®, Vetbrands Saude Animal, Jacarei, SP, Brasil) e 6mg/kg de xilazina
(Rompun®, Bayer SA, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foi realizada infiltracdo de

aproximadamente 0,6 ml de anestésico local cloridrato de lidocaina 2% com
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adrenalina 1:100.000 na regido da pata a ser operada (Alphacaine®, DFL, Sao

Paulo, SP, Brasil) para efeito de hemostasia local.

4.3.2. Realizacao dos defeitos 6sseos

Apoés a anestesia, foi realizada tricotomia das patas traseiras, bilateralmente, e
antissepsia das regides com solugédo alcodlica de polivinilpirrolidona iodo a 10%
(Riodeine tintura, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil) . O campo
operatério foi isolado através da aposicdo de campos esterilizados descartaveis.

Foi entdo realizada uma incisdo de aproximadamente 4 cm na face medial da
pata traseira, usando lamina de bisturi n°® 15 montada em um cabo n° 3,
envolvendo os planos pele e tecido subcutdneo, plano muscular e peridsteo, o

qual foi descolado e mantido afastado (Figura 1).

Figura 1: acesso cirurgico e exposicao da tibia para confecgao dos defeitos

Foram entéo realizadas em cada tibia dois defeitos sseos cilindricos, de 3,7
mm de didmetro por aproximadamente 7 mm de profundidade cada um, com 10
mm de distancia entre si, utilizando brocas do sistema Conexdao (Conexao
Sistemas de Prétese, Sao Paulo, SP, Brasil) em baixa rotacado refrigerada. Os

defeitos distais foram preenchidos com o substituto ésseo BoneSource (Stryker
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Co., Kalamazoo, Michigan, EUA) (Figura 2), o qual foi manipulado e aplicado
segundo as instrugbes do fabricante (Figura 3). O material utilizado em todos os
animais foi proveniente do mesmo lote (EB504 — BS 04293A), o qual encontrava-
se dentro do prazo de validade. Os defeitos proximais ndo receberam material,
sendo preenchidos apenas por coagulo sanguineo, servindo como controle. Os
dois defeitos foram cobertos com membranas de colageno absorvivel Pro-Tape®
(Proline Biomédica, Sao Carlos, SP, Brasil). A sutura foi entdo realizada em dois
planos teciduais, utilizando fio de sutura de nylon 4-0 (Ethicon, Johnson&Johnson,

Sao Paulo, SP, Brasil).

BoneSour

FPROVEN TECHNOLOGY

. REF 7941310
QTY 10 Grams
(Bee)

[Sasrrrosenc

Figura 2: cimento de fosfato de calcio utilizado: (A) embalagem externa do produto; (B)

aspecto do invélucro plastico estéril contendo o material.
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Figura 3: cimento de fosfato de célcio aplicado no defeito distal (a direita) e coagulo

sanguineo no defeito proximal (& esquerda).

Os procedimentos acima descritos foram realizados de forma idéntica nas

tibias esquerda e direita do animal, na mesma sesséo.

4.4. Segunda fase cirurgica
Apbés um periodo de seis semanas da primeira fase cirurgica, os animais
foram medicados, anestesiados e o preparo do campo cirurgico foi realizado da

mesma forma que descrito no item 4.3.1
4.4.1. Procedimento Cirurgico
Os acessos cirurgicos nas faces mediais das patas traseiras foram realizados
da mesma forma que descrito previamente. Apos o descolamento, os limites dos

defeitos podiam ser entdo observados e os locais para instalagédo dos implantes

definidos (Figura 4).
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Figura 4: aspecto da tibia na exposicao apds 6 semanas

Prosseguiu-se entdo o preparo das perfuragcbes com fresas cirurgicas
(Conexao Sistemas de Protese, Sdo Paulo, SP, Brasil), usadas em ordem
crescente de diametro, montadas em contra-angulo redutor 16:1 (NSK E16R,
Kakanishi Dental MFG Co., Japan), acoplado a um motor elétrico com mostrador
de velocidade (BLM 500, VK Driller Equipamentos Elétricos, Sao Paulo SP, Brasil).
A velocidade utilizada foi de 1500 rotagdes por minuto, e todas as perfuragdes
foram realizadas sob abundante irrigagdo externa com solug¢ao de cloreto de sédio
a 0,9%. Apos a realizacéo do leito implantar, um implante de titénio cilindrico auto-
rosqueante de dimensdes 3,3mm (diametro) x 6,0mm (comprimento), de superficie
usinada (Conexao Sistemas de Protese, Sdo Paulo, SP, Brasil), era removido da
embalagem e inserido utilizando o dispositivo plastico fornecido pelo fabricante,
para evitar contato com a superficie do mesmo. Apds estabilizagao inicial do
implante, uma chave tipo catraca com torquimetro manual foi usada para rosquear
0 mesmo até a inser¢gdo completa do parafuso no osso, e o parafuso de cobertura
foi entdo inserido. Cada tibia recebeu dois implantes, resultando em quatro

implantes por animal (Figura 5).
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Figura 5: implantes apés a instalagdo em uma das tibias

Ap6s finalizagdo da colocagao do implante e limpeza das feridas, os planos
teciduais muscular e cutaneo foram suturados em posicao utilizando fio de sutura
de nylon 4-0.

Os implantes foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n=6)
(Figura 6):

e Grupo 1: implante instalado sobre area de coagulo, sem irradiagdo com
laser, com sacrificio apés 3 semanas;

e Grupo 2: implante instalado sobre area tratada com cimento de fosfato
de calcio, sem irradiagdo com laser, com sacrificio apos 3 semanas;

e Grupo 3: implante instalado sobre area de coagulo, irradiado com laser,
com sacrificio apds 3 semanas;

e Grupo 4: implante instalado sobre area tratada com cimento de fosfato
de calcio, irradiado com laser, com sacrificio apds 3 semanas;

e Grupo 5: implante instalado sobre area de coagulo, sem irradiagdo com
laser, com sacrificio apés 6 semanas;

e Grupo 6: implante instalado sobre area tratada com cimento de fosfato
de calcio, sem irradiagdo com laser, com sacrificio apds 6 semanas;

e Grupo 7: implante instalado sobre area de coagulo, irradiado com laser,
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com sacrificio apos 6 semanas;
e Grupo 8: implante instalado sobre area tratada com cimento de fosfato

de calcio, irradiado com laser, com sacrificio apés 6 semanas.

Fase 1 >  Fase 2
(defeitos) (impiantes)
n= G implanies
Grupos 3e 7 Gruposijed

. Proximal .

(coagulo)
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Figura 6: representacdo esquematica dos tratamentos e grupos experimentais.

4.5. Aplicacao do laser de baixa intensidade

Apdés o procedimento cirargico, com o animal ainda sob anestesia, foi
realizada a primeira aplicagéo do laser na area da tibia direita correspondente aos
implantes dos grupos 3, 4, 7 e 8. As aplicagbes eram repetidas a cada 48h,

totalizando 7 aplicagdes do periodo imediato a instalagado dos implantes ao 13° dia

28



pos-operatorio. O equipamento utilizado para irradiagéo foi um laser de meio ativo
semicondutor arseneto de galio-aluminio (GaAlAs), modelo Twin Laser (MM Optics
Ltda., Séo Carlos, SP, Brasil), com comprimento de onda de 780 nm
(infravermelho), utilizando os seguintes parametros: emissdo continua, com
fluéncia de 7,5 J/cm? por ponto, durante 10 s sobre cada ponto, em um total de 7
pontos irradiados (protocolo adaptado de Castilho Filho, 2003). A poténcia maxima
do aparelho é de 70mW, e ele foi aferido pelo fabricante antes e apds a realizagao
das aplicagbes (Anexo). A localizagdo dos implantes podia ser determinada por
palpagcao da area, devido aos parafusos de cobertura instalados. O esquema de
pontos utilizado pode ser observado na Figura 7, tomando como referéncia o
longo eixo dos implantes. As aplicagbes eram realizadas sem a necessidade de
anestesia dos animais, sempre pelo mesmo operador, com auxiliar que fazia a
contencdo do animal em posi¢cdo. O operador e o auxiliar utilizaram 6culos de
protecao especificos para o comprimento de onda utilizado durante todas as

aplicagdes.

wele 3 ig
2‘.#4

LATERO-LATERAL

SUPERO-INFERIOR

Figura 7: esquema ilustrativo da aplicacdo do laser em 7 pontos (protocolo adaptado de
Castilho Filho (2003).
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As tibias esquerdas, onde se localizavam os implantes dos grupos 1, 2, 5 e 6,
nao receberam aplicacdo do laser, servindo, portanto, como controle para esta

variavel.

4.6. Sacrificio dos animais

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos, correspondentes
aos dois periodos de sacrificio: o primeiro grupo, constituido de 6 animais, foi
sacrificado ao completar o periodo de 3 semanas de colocagao dos implantes; o
segundo grupo de 6 animais foi sacrificado 6 semanas apds a colocagao dos
implantes. O sacrificio foi realizado através de overdose endovenosa de

pentobarbital.

4.7. Preparo histologico e analise histométrica

Os blocos 6sseos contendo os implantes foram removidos através de
osteotomia realizada com brocas tronco-conicas n°® 701 (KG Sorensen, Alphaville,
SP, Brasil), sob irrigagdo abundante com solugdo de cloreto de sédio a 0,9%,
deixando-se uma margem de aproximadamente 5mm de distancia de cada lado da
area do implante. As amostras foram entdo fixadas em formalina neutra
tamponada a 4%. Apés fixagdo e lavagem, os blocos foram desidratados em
alcool etilico sob constante agitacao.

Os blocos foram submetidos a infiltracdo plastica com misturas gradativas de
glicolmetacrilato (Technovit 7200 VLC, Kulzer, Wehrheim, Alemanha) e alcool
etilico, finalizando com infiltragdes de glicolmetacrilato puro, e foi realizada a
fotopolimerizagao da resina.

Os blocos foram entdo removidos do molde e montados em uma lamina
acrilica (Technovit 4000, Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Através de um sistema
de corte (Exakt Cutting and Grinding system, Apparatebau Gmbh, Hamburgo,

Alemanha) foi realizado um corte preliminar de aproximadamente 300 a 500 um, o
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qual foi submetido a microdesgaste resultando em wuma seccdo de
aproximadamente 20 a 30 um, a qual foi corada com solucédo de azul de toluidina
para a avaliagao histométrica.

Padronizou-se a regido de interesse como a regido das roscas inseridas em
0sso cortical, o que correspondeu na maioria dos implantes as trés roscas mais
superficiais (Figura 8).

Apos captura das imagens, com o auxilio de um programa para analise de
imagens (Image Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), os seguintes
parametros foram avaliados:

1. CO: extensao de tecido 6sseo em contato direto com a superficie do implante,
em porcentagem (Figura 9).
2. AO: area do tecido 6sseo dentro dos limites das roscas de cada implante, em

porcentagem (Figura 10).
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Figura 8: regido de intereresse para analise de contato 6sseo (CO; esquematizado em
amarelo) e area de osso dentro das roscas (AO; delimitada em branco). Observa-se

remanescente de material (BS). R1, R2 e R3: primeira, segunda e terceira roscas.

Aumento 2,5x.
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Figura 9: exemplo das medidas para analise de CO realizada em uma rosca de implante
do grupo 4. As linhas T1 a T6 representam as regides de contato ésseo. T8 representa a

extensao total da rosca (Aumento 10x).
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Figura 10: exemplo da analise de AO realizada na mesma rosca da Figura 8. Os pontos
marcados em verde representam preenchimento por osso. Os pontos vermelhos e

amarelos representam auséncia de osso e remanescente de material, respectivamente

(Aumento de 10x).
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As medidas foram realizadas rosca a rosca, em imagens capturadas sob
aumento de 10x. Todas as medidas foram realizadas por um unico avaliador, e
foram feitas de forma cega, ou seja, o avaliador desconhecia os tratamentos e
grupos dos espécimes analisados. Os dados obtidos foram entdo tabulados para

analise estatistica.
4.8. Analise estatistica
Os dados referentes a todos os implantes foram separados conforme
0s grupos e analisados utilizando a metodologia estatistica ANOVA (analise de

variancia) e teste de Tukey, considerando-se o nivel de significancia estatistica de
5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

Durante a realizacdo do estudo, ndo foram observadas fraturas de

tibias em nenhum dos animais.

5.1. Contato 6sseo direto entre osso e implante (CO)

Os resultados referentes as médias de contato encontradas em todos

os periodos e seus desvios padrao estdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1: médias de porcentagem de contato ésseo (desvio padrao) de acordo

com periodos e tratamentos

Material
Periodo Laser Nio Sim
Nzo 32,5Aa (¢6,97) |32,3Aa (+6,33)
3 semanas |sim 35,9Ab (x11,58) |45,2Ab (+11,08)
Nzo 29,3Aa (¢6,78) |24,9Aa (x10,91)
6 semanas |sim 37,1Ab (#6,67) |35,5Ab (+9,90)

Médias seguidas de letras diferentes (maiusculas na horizontal e minusculas

na vertical dentro de cada tempo) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05)

N&o foi observada interagao significativa entre os fatores laser, material

e tempo (p>0,05) para o contato dsseo.

As médias de contato 6sseo, quando comparando-se 0s grupos com

material e sem material, foram estatisticamente semelhantes (p>0,05), tanto no

periodo de 3 quanto de 6 semanas.

Analisando os grupos tratados com laser, observou-se aumento
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estatisticamente significante (p<0,003) nas médias de contato ésseo quando

comparados com 0S grupos que nao receberam laser, nos dois periodos de

sacrificio.

Ao compararem-se os grupos de 3 e 6 semanas, ndo se observou um

aumento estatisticamente do contato ésseo com o tempo (p= 0,09).

5.2. Area do tecido 6sseo dentro dos limites das roscas (AO)

Os resultados referentes as médias das porcentagens de area

encontradas em todos os periodos e seus desvios padrao estdo mostrados na

tabela 2.

Tabela 2: médias da porcentagem de area de o0sso no interior das roscas

(desvio padrao) de acordo com periodos e tratamentos

Material
Periodo Laser Nzo Sim
Nzo 59,2 Aa (¥10,32) | 57,1 Aa (5,38)
3 semanas |sim 63,4 Aa (x11,23) | 65,0 Aa (9,89)

6 semanas |Sim

69,2 Aa (+10,05)

76,5 Aa (+3,08)

74,0 Aa (16,44)

77,2 Aa (£2,13)

Médias seguidas de letras iguais (maiusculas na horizontal e minusculas na

vertical dentro de cada tempo) nao diferem entre si pela ANOVA (p>0,05)

N&o foi observada interagao significativa entre os fatores laser, material

e tempo (p= 0,41) para a area de 0sso nas roscas.

As médias foram estatisticamente semelhantes entre os grupos com e

sem material (p= 0,29) e com e sem laser (p= 0,07), tanto no periodo de 3 como
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no de 6 semanas.

A area do tecido Osseo dentro dos limites das roscas apresentou
aumento estatisticamente significante com o tempo, comparando-se os grupos de
3 e 6 semanas, independentemente do uso do laser e do material (p<0,0001).

Em varios implantes dos grupos que receberam o CFC, pdde-se
observar a permanéncia de material, especialmente nos grupos de sacrificio de 3
semanas. A porcentagem de material achado nas roscas variou de 0 a 7,1% da
area interna das roscas dos implantes dos grupos que receberam material. A
presenca de material durante a analise de area 6ssea no interior das roscas, foi
considerada como auséncia de tecido 0sseo.

Na maior parte dos implantes, pdde-se observar o limite entre osso
cortical neoformado e o osso maduro, confirmando o posicionamento correto dos
implantes em relacao a localizagcao dos defeitos 6sseos (Figura 11).

As figuras 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 ilustram implantes dos grupos
1 a 8, respectivamente.

Figura 11: espécime do grupo 4, aumento de 2.5x. Observar limite entre defeito 6sseo e

o osso maduro (LDO). Remanescentes de material (BS) podem ser vistos.

37



Figura 12: espécime do grupo 1, aumento de Figura 13: espécime do grupo 2, aumento de
10x. Observar poucas areas de contato 10x. Observar poucas areas de contato
0sseo. 0sseo e remanescente de material proximo

ao implante.

Figura 14: espécime do grupo 3, aumento de Figura 15: espécime do grupo 4, aumento de

10x. Observar areas de contato 6sseo. 10x. Observar areas de contato 6sseo e

remanescente de material.
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Figura 16: espécime do grupo 5, aumento
de 10x. Observar poucas areas de contato

0sseo.

Figura 18: espécime do grupo 7, aumento

de 10x. Areas de contato dsseo.

Figura 17: espécime do grupo 6, aumento
de 10x. Nao se observa remanescente de

material neste espécime.

Figura 19: espécime do grupo 8, aumento

de 10x. Observar grande extensdao de
contato 6sseo e remanescente de material

no interior da rosca.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, buscou-se avaliar o reparo ésseo ao redor de
implantes instalados em tibias de coelho, avaliando a influéncia de um laser de
baixa intensidade sobre o reparo ésseo ao redor desses implantes, os quais foram
colocados sobre regido de defeitos previamente tratados com um substituto 6sseo
(cimento de fosfato de calcio) ou sobre defeitos preenchidos apenas com coagulo..

O protocolo de irradiacéo laser utilizado foi adaptado de Castilho Filho
(2003), o qual utilizou o laser de GaAlAs no comprimento de onda de 780 nm para
irradiar implantes instalados em tibias de coelho, realizando aplicagdes a cada 48h
totalizando 7 aplicagdes. No entanto, esse autor instalou um implante por tibia, e
portanto realizava a irradiacdo em apenas 4 pontos. No presente estudo, por
tratar-se de 2 implantes em cada tibia, o protocolo foi modificado para 7
aplicagdes, permitindo assim que os dois implantes recebessem irradiagdes de
forma semelhante.

Os grupos irradiados com laser de baixa intensidade demonstraram
médias de contato direto entre osso e implante estatisticamente superiores aos
grupos nao irradiados, independentemente do tempo de sacrificio (p< 0,003).
Esses dados vao ao encontro de diversos trabalhos na literatura que afirmam ser
a radiagao laser um fator estimulador do processo de integragdo, atuando na
proliferacéo, diferenciacdo e adeséo celulares.

Blay (2001) e Castilho-Filho (2003), utilizando analises de torque de
remogao, constataram aumento significativo da integragao entre implante e tecido
0sseo, refletindo-se nos valores de torque, quando utilizaram irradiagdo com laser
de GaAlAs em protocolos de aplicagdo semelhantes ao utilizado no presente
estudo, sendo que o aparelho utilizado foi de mesmo modelo, de fabricagao
nacional. Tal fato pode sugerir uma perspectiva de popularizagdo do uso do laser
de baixa intensidade no pais, devido a uma reducdo no custo de aquisigdo do
equipamento, quando comparado aos equipamentos importados.

Guzzardella et al. (2003), usando analise histométrica, achou
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resultados semelhantes ao do presente estudo quando avaliando implantes
instalados em coelhos. Os estudos de Khadra et al. (2004; 2005), utilizando
também o laser de GaAlAs, obtiveram resultados significativamente superiores
nos grupos irradiados, analisando diversos parametros, como torque de remogéo,
histometria, volume de mineral ésseo e presenca de fatores de crescimento.
Esses resultados corroboram os achados do presente estudo, em que o aumento
do contato 6sseo foi observado nos dois tempos de sacrificio. Tais achados
sugerem que o laser de baixa intensidade pode ser uma alternativa eficaz e néo-
invasiva para obtengcdo de uma melhor qualidade de reparo 6sseo apds a
instalacdo de implantes de titanio, especialmente em casos clinicos em que algum
fator sistémico ou local possa dificultar a osseointegragdo, como por exemplo o
tabagismo ou uma pobre qualidade éssea.

As tibias de coelhos tem sido amplamente utilizadas em estudos in vivo
de reparo 6sseo em implantes de titdnio, sendo que varios trabalhos na literatura
utilizam essa metodologia (Blay, 2001; Rabelo, 2001; Sardinha, 2001; Castilho
Filho, 2003; Khadra, 2004). No entanto, estudos que avaliem histometricamente a
utilizagao de substitutos 6sseos previamente a instalagdo dos implantes sdo pouco
disponiveis.

O modelo experimental utilizado contou com a realizagdo de defeitos
0sseos de 3,7 mm, os quais ndo constituem defeitos criticos considerando-se o
reparo 6sseo do coelho. No entanto, ao contrario dos estudos realizados em
calota craniana desses animais, a tibia possui um diametro reduzido, que nao
permite a realizacdo de grandes defeitos. Em piloto realizado previamente, tentou-
se realizar defeitos de 4,3 mm, obtendo-se fratura das tibias dos animais.

Apoés a realizagdo de defeitos de 3,7 mm, foi feita a instalagdo de
implantes de 3,3 mm de didmetro, ou seja, com uma diferenga de diametros de 0,4
mm. No entanto, durante a segunda fase cirurgica, no momento da instalagdo dos
implantes, podia-se observar os contornos dos dois defeitos, como evidenciado na
figura 4. As perfuragdes e a insergao dos implantes eram realizadas no centro do

defeito, para que a maior extensao possivel das roscas ficasse em contato com o
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conteudo do defeito previamente realizado, fosse ele osso neoformado ou
remanescente de material. Outro fator que provavelmente diminuiu a possibilidade
de influéncia de uma insercao incorreta do implante foi a analise realizada, que
considerou as roscas mais superficiais do implante, pois as mesmas seriam as
menos afetadas em caso de uma inser¢cdao do implante em eixo incorreto. As
imagens da analise histométrica permitiram também, na maior parte dos
implantes, a visualizacdo nitida do limite entre o osso neoformado apds a
confecgao dos defeitos no primeiro procedimento cirurgico e o 0sso nativo.

As médias de contato 6sseo e de area de 0ssoO nas roscas nao
apresentaram diferencas estatisticamente significantes com ou sem o uso do
material (p> 0,05). Assim sendo, pode-se considerar que o material aloplastico
testado demonstrou, nas condi¢gdes do estudo, uma atividade osteocondutora
satisfatéria, permitindo que o reparo 6sseo peri-implantar nas regides onde foi
previamente aplicado fosse semelhante ao de regides cujo defeito foi preenchido
apenas por coagulo. Este material € preconizado pelo fabricante para utilizagao
em neurocirurgia, sendo que a utilizagdo como material reconstrutivo para
posterior reabilitagdo com implantes ndo se encontra dentro das indicagcbes do
mesmo. Resultados que demonstrem um bom desempenho dos CFC quando
usados em associagdo com implantes osseointegrados podem estimular o
desenvolvimento por parte dos fabricantes de novos materiais, ou mesmo de
modificagdes nos materiais existentes que os tornem mais adequados a utilizagao
em procedimentos reconstrutivos intrabucais.

Diversos trabalhos na literatura, tais como o de Gosain et al. (2005), ao
utilizarem os cimentos de fosfato de calcio em reparo de defeitos GOsseos,
observam que, alem da presenca de remanescentes do material por periodos
longos, a proliferacao éssea sobre o material inicia-se das bordas para o interior
do arcabougo do cimento. Assim sendo, frequentemente encontra-se regides de
tecido 6sseo com um centro de material remanescente. E importante confrontar
esses dados com a situagao clinica que nosso estudo objetiva esclarecer, ou seja,

a instalagao de implantes de titanio, pois sabemos que, durante a preparagao do
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leito implantar, a regido central da area tratada com o material sera removida pela
sequéncia progressiva de brocas, ao contrario de outras situa¢des de utilizagdo do
material como por exemplo as reconstru¢des de calota craniana, as quais exigem
uma uniformidade ou, minimamente, uma previsibilidade do padrao de formacéao
O0ssea. No presente estudo, no entanto, pode-se constatar uma diminuicdo da
porcentagem de material presente no periodo de 6 semanas, quando comparado
com o periodo de 3 semanas, sugerindo que o material foi parcialmente
substituido ao longo do tempo.

Os CFC foram criados, como ja citado previamente, com o objetivo de
reconstruirem-se areas como a calota craniana, caracteristicamente livres de
cargas funcionais, em contraste com as areas reabilitadas por implantes dentais,
as quais sao constantemente submetidas a esforgos mastigatorios (LeGeros,
2002). Esta reflexdo deve ser levada em conta, por exemplo, na selecdo dos
casos clinicos em que o substituto 6sseo seria usado. Situagdes em que o
material ndo sofresse carga funcional, especialmente durante os periodos iniciais
de reparo, tais como os levantamentos de seio maxilar em que haja um
remanescente de osso nativo para suportar as forgas incidentes sobre o implante,
seriam ideais para o inicio das investigacbes desses materiais para uso em
implantodontia bucal (Serra e Silva, 2005). A realizagdo de estudos clinicos que
possam testar esses materiais em regides receptoras de implantes dentais é
necessaria para que se possa avaliar de forma precisa a sua aplicabilidade.

Quando os periodos de sacrificio foram comparados, o CO ndo mostrou
diferencas significativas com o aumento do tempo, independentemente da
utilizacdo de material ou de laser. Tal observacdo encontra relacdo com os
principios de carga precoce, amplamente discutidos na area de implantodontia,
pois observou-se que, embora a formagao 6ssea continuasse, como evidenciado
pelos valores de AO que aumentaram significativamente com o tempo, o contato
osseo final para um periodo de reparo estimado de 6 semanas no coelho ja havia
sido conseguido no periodo de 3 semanas, independente do uso do material e do

laser.
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Os dados obtidos em nosso estudo, considerando-se as limitagdes
inerentes aos estudos em modelos animais, indicam a necessidade de futuros
estudos laboratoriais e clinicos que possam colaborar na completa elucidagao dos
fatores relacionados a utilizacdo dos lasers de baixa intensidade como
bioestimuladores do processo de reparo 6sseo ao redor de implantes de titanio e a
aplicacao clinica dos cimentos de fosfato de calcio como material de reconstrugao

prévia a instalagcao de implantes de titanio.
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7. CONCLUSOES

7.1.. A aplicacédo da radiagéo laser de baixa intensidade mostrou-se eficiente para
aumentar o contato 6sseo de implantes de titanio inseridos em tibias de coelho,

instalados em areas tratadas ou ndo com um substituto ésseo.
7.2. No modelo experimental utilizado, o substituto 6sseo utilizado (cimento de

fosfato de calcio) apresentou comportamento semelhante ao grupo coagulo, tanto

para o contato ésseo quanto para a area de 0sso no interior das roscas.
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