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RESUMO

Objetivo: o objetivo deste estudo foi analisar o efeito da laserterapia de baixa poténcia no
processo de incorporagdo dssea de aloenxertos em bloco com congelamento profundo. Materiais
e Métodos: foram utilizados 14 coelhos: dois coelhos como doadores do tecido 6sseo e 12
coelhos como receptores onde foram realizados aloenxertos e autoenxertos dsseos em bloco na
calvaria. Foram divididos em grupos com tratamento com laserterapia de baixa poténcia
(aloenxerto e autoenxerto) e grupos controles (aloenxerto e autoenxerto) sem irradiacao. Os
animais foram mortos com 35 dias (n=6) e 70 dias (n=6). Os parametros de energia empregados
foram: aplicacdo de laser de diodo (AsGaAl) — comprimento de onda de 830 nm - 4 J/cm® em
quatro pontos sobre os blocos de enxertos perfazendo um total de 16 J/cm” por aplicagdo. A dose
total do tratamento apods as oito aplicagdes foi de 128 J/cm®. Resultados: o aloenxerto 0sseo
processado por congelamento profundo associado a laserterapia de baixa poténcia apresentou
incorporagdo na interface com o hospedeiro, remodelacdo 6ssea moderada, preenchimento parcial
das lacunas osteociticas, menor infiltrado inflamatério nos periodos iniciais € maior deposi¢ao de
fibras coldgenas quando comparado ao grupo controle. Conclusdo: o aloenxerto &sseo
processado por congelamento profundo associado a laserterapia de baixa poténcia ¢ adequado
como uma alternativa para o tratamento de defeitos 6sseos. O processamento do osso aldgeno
pelo método de congelamento profundo mantém as caracteristicas estruturais e de osteocondugao

do tecido 0sseo.

Descritores ': Aloenxerto. Transplante Alogénico. Homoenxerto. Terapia a Laser de Baixa

Intensidade. Criopreservacao.

! Descritores em Ciéncias da Satide (DeCS); disponivel em http://decs.bvs.br/






ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to analyze the effect of low level laser therapy (LLLT)
in the process of bone incorporation of deep-frozen block allografts. Materials and Methods: A
total of 14 rabbits: two rabbits as donors of bone tissue and 12 rabbits were performed as
receivers bone blocks autografts and allografts in the calvaria. They were divided into groups
treated with low level laser therapy (allograft and autograft) and control groups (autograft and
allograft) without irradiation. The animals were killed at 35 days (n = 6) and 70 days (n = 6). The
energy parameters used were: application of diode laser (GaAlAs) - wavelength of 830 nm - 4
J/cm2 at four points on the blocks of grafts for a total of 16 J/cm2 per application. The total dose
of treatment after eight applications was 128 J/cm2. Results: The allograft bone processed by
deep-freezing associated with LLLT showed incorporation at the graft-host interface, bone
remodeling moderate, partial filling of osteocytes lacunae, less inflammatory infiltrate in the
early periods and higher collagen deposition than the control group. Conclusion: The allograft
bone processed by deep-freezing associated with LLLT is suitable as an alternative for the
treatment of bone defects. The processing of bone grafts by deep-freezing method maintains the

structural and osteoconduction characteristics of bone tissue.

Descriptors™ Allograft. Allogeneic Transplantation. Homograft. Low-Level Laser Therapy.
Cryopreservation.

? Medical Subject Headings (MeSH), disponivel em http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html
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1 INTRODUGAO

Um dos principais objetivos da Odontologia ¢ a restaura¢do do sistema estomatognatico
restabelecendo a forma, a funcdo, a estética, a fonac¢do, a auto-estima dos individuos que
sofreram perdas teciduais devido a traumatismos, patologias, atrofias, cirurgias e defeitos
congénitos.

Quando ocorre uma fratura, se instala um implante osseointegrado ou se realiza um
enxerto para aumentar o substrato 6sseo antes da insercdo de implantes, o que se pretende ¢ a
reparagao Ossea completa, ou seja, a formagdo de novo osso que, através de um processo de
remodelacio, seja idéntico ao pré-existente (HERNANDEZ-GIL et al., 2006).

Existem limites para a capacidade de reparacao Ossea, e a completa recuperagcdo pode nao
ocorrer se houver deficiéncia de suprimento sanguineo, instabilidade mecanica, ou competi¢dao
com tecidos altamente proliferativos (PINHEIRO e GERBI, 2006).

A extensao e a velocidade da reparacao, contudo, dependem da localizagao anatomica, do
agente etiologico, da dimensdo da lesdo e das caracteristicas bioldgicas de cada individuo. A
reparagao Ossea ¢ mais lenta e difere da reparacdo e regeneracdo de tecidos moles devido a
morfologia e a composi¢ao (SILVA Jr. et al., 2002; PINHEIRO e GERBI, 2004).

Os defeitos 0sseos podem ser muito grandes para o reparo espontaneo e fisioldgico.
Existem diversos métodos que podem ser usados para melhorar o reparo 6sseo que incluem o uso
de enxertos e posteriormente de laserterapia (WEBER et al., 2006).

A laserterapia iniciou empiricamente nos anos de 1960, e desde entdo ganhou
credibilidade e seguidores no mundo. Nas ultimas duas décadas diversos estudos foram
publicados em jornais cientificos, possibilitando o uso clinico baseado em evidéncias cientificas
(BRUGNERA Jr., 2009).

O o0sso ¢ o mais comum tipo de enxerto utilizado em implantodontia oral, em cirurgia
protética, no tratamento de defeitos congénitos e em procedimentos reconstrutivo dos maxilares
(WEBER et al., 2006).

O tratamento com implantes osseointegrados ¢ reconhecidamente um método seguro e
previsivel para reabilitar pacientes edéntulos. Entretanto, algumas vezes o rebordo alveolar se
encontra muito reabsorvido o que impossibilita a colocacdo de implantes. Para compensar a perda

Ossea, varias técnicas para aumento de rebordo alveolar foram propostas, geralmente com
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autoenxertos. Alternativamente pode-se utilizar aloenxertos. Objetivando a reconstrucdo dssea de
rebordos alveolares com deficiéncia em altura e espessura, os enxertos dsseos autdogenos ou
alégenos, permitem uma ancoragem dssea eficiente que possibilitam a colocagdo dos implantes
em posicdo e alinhamento adequados, de modo a favorecer a fungdo e a estética final
(LEVANDOWSKI Jr. et al., 2008).

Para reconstruir um defeito dsseo alveolar severo o osso autdégeno € a primeira opgao, por
oferecer maior previsibilidade de resultado, ndo transmitir doencas e oferecer completa
histocompatibilidade (TRUMEES ¢ HERCOWITZ, 1999; VACCARO, 2002, ZIPFEL et al.,
2003; BOSTROM e SEIGERMAN, 2005). Mas os procedimentos de remog¢ao do osso aumentam
o tempo e o custo da cirurgia, e requerem uma segunda area cirirgica, possibilitando dessa forma
um maior desconforto pds-operatorio. Outra dificuldade na obtencdo do osso autdogeno € a
quantidade limitada obtida da regido intra-oral de areas como a tuberosidade da maxila, alvéolos
de extracdo, regides alveolares edéntulas, sinfise mandibular, ramo e regido retromolar
(SANCHES et al., 2003).

A remogdo Ossea de regido extra-oral nem sempre ¢ bem aceita pelo paciente, por
envolver procedimentos em ambiente hospitalar, com maior custo, maior risco de infeccao e
sequelas pos-cirtirgicas. Por tudo isto, busca-se cada vez mais o desenvolvimento de técnicas
alternativas ou de biomateriais que possam contornar estas dificuldades e diminuir a morbidade
cirargica (KEITH Jr., 2004).

Existem diversas opgdes para a reposicdo Ossea: 0sso autdégeno ou alogeno medular ou
cortical, matriz 6ssea desmineralizada, medula 6ssea autdgena, substitutos de enxertos 0sseos a
base de sulfato de calcio, hidroxiapatita, beta-tricalcio fosfato. Outras opg¢des incluem as
proteinas Osseas morfogenéticas recombinantes e fatores de crescimento (BAUER e
MUSCHLER, 2000; FINKEMEIER, 2002).

O osso alogeno, obtido de um doador, surge como uma boa op¢do de enxerto, apods o
advento dos bancos de tecidos e a ampliacdo e melhora das técnicas de preservagao, ¢ maior a
disponibilidade dos aloenxertos, o que vem ao encontro das necessidades da implantodontia
(LEVANDOWSKI Jr. et al., 2008).

As vantagens em se utilizar osso alégeno incluem: maior disponibilidade Ossea,

eliminagdo de uma segunda regido operada para remog¢do de osso autdgeno, prevengdo de
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morbidade na regido doadora, menor custo no tratamento, e melhor aceitacdo pelo paciente
(KEITH Jr., 2004).

Durante os primeiros cem anos (1880-1980) de uso de aloenxertos, o maior problema
encontrado era a disponibilidade, pois ndo havia legislagio que protegesse o processamento, 0s
doadores e receptores. Durante os outros vinte anos (1980-2000), o maior problema passou a ser
a seguranca. Evitar a transmissdo de doencas se tornou primordial. Os testes sanguineos mais
sensiveis, e o grande esforco dos bancos de tecidos em desenvolver mecanismos de limpeza e
remog¢do de agentes infecciosos ajudaram a proporcionar transplantes dsseos seguros. A maior
preocupagao agora € a eficacia dos enxertos 6sseos (TOMFORD, 2000).

Na busca pela incorporagdo mais rapida e de melhor qualidade sdo estudados diversos
materiais associados ao aloenxerto 6sseo como: plasma rico em plaquetas (PRP) (SANCHES et
al., 2003; JENSEN et al., 2005; ILGENLI et al., 2007), proteinas dsseas morfogenéticas (BMPs)
(TOMFORD, 2000), bifosfonatos (DIRESTA et al., 2008), cé€lulas tronco e terapia genética
adjuvante (EHRHART et al., 2008), e técnicas de processamento como perfuragdo dos blocos
com laser e desmineralizagao parcial (LEWANDROWSKI et al., 1997).

Com a constante evolugdo da Odontologia e do desenvolvimento tecnoldgico, a
laserterapia vem ocupando o seu espago em cirurgia oral ¢ implantodontia. Quando o laser ¢
utilizado em baixa poténcia visa sua agdo terapéutica sobre os diferentes tecidos biologicos,
através da biomodulagdo apresentando vantagens na reparagdo tecidual e no processo de
remodelacdo 6ssea. Devido ao aumento da utilizacdo de aloenxertos O0sseos nas reabilitacdes
orais e as vantagens do uso do laser, esta pesquisa tem por objetivo analisar os efeitos da
laserterapia de baixa poténcia no processo de incorporagdo dssea de aloenxertos em bloco

processados por congelamento profundo implantados em calvarias de coelhos.
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2 REVISTADALITERATURA

2.1 AUTOENXERTO E ALOENXERTO OSSEO

A cirurgia de enxertos 0sseos tem uma longa e controversa historia, sendo que a primeira
descricao clara ocorreu em 1682, quando Jobi Meekren realizou um xenoenxerto em um defeito
no cranio de um soldado com um fragmento do cranio de um cao. Houve outros trabalhos
publicados em 1908 por Lexer com o uso de aloenxertos, e em especial o artigo de Urist de 1953
que contém as bases fisiologicas das cirurgias de enxertos Osseos, onde foram revisadas as
evidéncias experimentais de diversos mecanismos que influenciam o sucesso e as falhas de
autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos (BRAND, 2008).

O tratamento experimental de deformidades maxilofaciais e craniofaciais com varios tipos
de enxertos passaram por diversos aprimoramentos. O enxerto Osseo ideal deveria ser
osteoindutivo, para estimular a osteogénese, e osteocondutivo para prover um arcabougo que
estabeleca Otimas condigdes para o crescimento de vasos sanguineos e células com potencial
osteogénico. Estes requisitos sdo adequadamente encontrados nos autoenxertos 6sseos. Contudo,
a morbidade do sitio doador € o volume limitado, tem estimulado a pesquisa por materiais
substitutos ao osso autogeno (FINKEMEIER, 2002; PRIPATNANONT et al., 2007).

O osso ¢ o segundo tecido mais transplantado do mundo sendo superado pelo transplante
sanguineo. Sdo mais de 2,2 milhdes de enxertos Osseos realizados no mundo e 450.000 nos
Estados Unidos por ano. O osso autdogeno tem sido o implante de escolha para a maioria destes
procedimentos. Nos Estados Unidos, o osso autdogeno foi utilizado em aproximadamente 60% dos
enxertos 0sseos em 1996, comparado com 34% de aloenxertos e 7% de outros materiais (BETZ,
2002).

O autoenxerto ¢ o padrao ouro de enxerto 0sseo devido a sua inerente osteogenecidade,
osteocondutividade e osteoindutividade. Ele carrega um complemento de células, principalmente
os osteoblastos, que sdo capazes de assegurar répida incorporacdo do enxerto no sitio de
implantacdo (GALEA e KEARNEY, 2005). O aloenxerto 6sseo ¢ a proxima melhor alternativa,

embora a rejeicdo imunogénica pequena e a transmissdo de doengas sdo questdes ndo resolvidas.
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Os materiais de enxertos sintéticos eliminam estes riscos, mas nao transferem osteoindugdo ou
elementos osteogénicos ao sitio hospedeiro (BETZ, 2002).

Um aloenxerto, por defini¢do, ¢ algum tecido coletado de um individuo e implantado em
outro da mesma espécie. Formas estruturais e fragmentadas sdo disponibilizadas e preparadas
através de congelamento ou liofilizagdo. Este enxerto permite uma armagdo estrutural ou
arcabouco para o tecido do hospedeiro crescer, e consequentemente fazendo um aloenxerto
ostecondutivo (BOSTROM e SEIGERMAN, 2005).

Segundo a American Academy of Orthopaedic Surgeons as vantagens do aloenxerto
0sseo proveniente de cadaver € que o osso esta disponivel de varias formas e tamanhos, evitando
a necessidade de sacrificar estruturas do hospedeiro e a morbidade do sitio doador
(GREENWALD et al., 2001).

Se aloenxertos frescos contendo células osteogénicas sdo implantados, o hospedeiro
responde com rejeigdo aguda ao aloenxerto e contra o componente celular, resultando em sua
destruicao e potencial para danos colaterais para a matriz (GALEA e KEARNEY, 2005).

As propriedades osteoindutivas dos aloenxertos sao infimas. Existe a expectativa apos a
implanta¢dao de uma resposta imune do hospedeiro. O congelamento ou liofiliza¢ao do aloenxerto
¢ crucial para minimizar esta reagdo, mesmo que propriedades fundamentais do material possam
ser alteradas. Embora o risco de transmissdo de doengas durante a implantacao de aloenxertos
seja raro, ela existe e ndo ¢ inconseqiiente. De acordo com a Associagdo Americana de Bancos de
Tecidos, ndo houve casos de transmissdo de HIV relatados em mais de dois milhdes de casos
usando aloenxerto 6sseo em cinco anos (BOSTROM e SEIGERMAN, 2005).

A osteoindugdo ¢ a habilidade do enxerto para induzir células tronco nao diferenciadas ou
células osteoprogenitoras para se diferenciarem em osteoblastos. Esta propriedade tem sido
atribuida as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), a maioria citoquinas da superfamilia TGF-
B, que estdo associadas com o colageno componente do osso (GALEA e KEARNEY, 2005).

Para ser considerado como osteocondutivo, um material deve servir como um suporte
estrutural para as células do hospedeiro onde elas podem migrar completamente, aderir e se
diferenciar em células osteogénicas. Nova formacdo Ossea intimamente no arcabouco € o
resultado final mais apropriado do que uma cicatriz tecidual fibrosa (DELLOYE et al., 2003).

Quando comparamos o autoenxerto e o aloenxerto 6sseo observamos as propriedades dos

enxertos e as vantagens e desvantagens. Propriedades dos autoenxertos: sdo osteogénicos,



29

osteoindutivo e osteocondutivos. Propriedades dos aloenxertos: sdo osteocondutivos e fracamente
osteoindutivo. Vantagens dos autoenxertos: nao ha rejei¢do do hospedeiro, ndo ha transmissao de
doengas, retém osteoblastos viaveis. Vantagens dos aloenxertos: maior disponibilidade dssea
através dos bancos de ossos e tecidos, disponibilidade de formas customizadas, ndo ¢ necessario
procedimento cirurgico adicional. Desvantagens dos autoenxertos: morbidade, disponibilidade
limitada. Desvantagens do aloenxerto: imunogénico, risco de transmissdo de doencas, ndo
osteogénico, resultados clinicos variaveis (BETZ, 2002; HAAS et al., 2002; LONG Jr. et al.,
2007; INODA et al., 2007, LEVANDOWSKI Jr. et al., 2008).

2.2 PROCESSAMENTO DO ALOENXERTO OSSEO

O processamento de osso alégeno visando a seguranga pode levar a associagdo de
problemas em suas propriedades mecanicas, osteoconducao e osteoinducdo. Osteoinduciao e
resisténcia sdo propriedades criticas nos aloenxertos 6sseos. O perdxido de hidrogénio (H,0O,) €
um oxidante quimico com o potencial de comprometer a osteoindutividade e proteinas Osseas
estruturais (DEPAULA et al., 2005).

O risco infeccioso para o receptor pode ser diminuido por meio de testes sorologicos dos
doadores, descarte de material que produza cultura bacteriologica positiva, manipulacdo do
enxerto sob condigdes assépticas e esterilizacdo, seja por radiacdo ou Oxido de etileno
(BAPTISTA et al., 2003).

A base para o processo de conservacdo ¢ a reducdo da 4gua livre a niveis criticos. O
congelamento profundo pode ser utilizado para imobilizar a dgua livre (GALEA e KEARNEY,
2005).

O congelamento causa expansao nas areas ocupadas pelas células e seus nlicleos. A dgua
contida no citosol e nicleo experimentam uma dilatagcdo térmica com a redugdo da temperatura
que resulta na expansdo e ruptura das membranas celular e nuclear. A necrose dos osteocitos,
resultante da dilatagdo da dgua durante o congelamento, ndo deve ser entendida como um
fendmeno indesejado, pois a principal fungdo do osso cortical é prover um arcabouco para a
formag@o de novo osso e, além de assegurar a resisténcia mecanica ao enxerto (ANDRADE et al.

2008).
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Aloenxertos 6sseos podem ser obtidos de humanos vivos e caddveres e sdo processados
através de congelamento, liofilizagdo, autoclavagem, desproteinizacdo e descalcificacdo. O
decréscimo da antigenicidade do enxerto através do congelamento ou remocdo de sangue e
conteudo celular influéncia no sucesso. Aloenxertos 6sseos, liofilizados, desmineralizados, e
congelados podem ser utilizados para reconstrucdo de defeitos 6sseos em cirurgia oral e
maxilofacial (ASLAN et al., 2006).

Técnicas de esterilizagdo como a exposi¢ao a irradiagdo gama e 6xido de etileno diminui
significativamente o risco de transmissdo de infeccdes, mas subsequentemente diminui as
propriedades osteoindutivas do enxerto (BOSTROM e SEIGERMAN, 2005). Devido a perda de
resisténcia mecanica o osso liofilizado e irradiado est4 indicado somente para o preenchimento de
cavidades na forma triturada (DELLOYE et al., 2003).

As células mesenquimais osteoprogenitoras possuem afinidade de ligacdo com o osso
alogeno, mas os procedimentos de desinfecgdo e esterilizagao do osso alégeno influenciam tanto
positivamente quanto negativamente os processos de adesdo, proliferagao e diferenciacao celular
(HOFMANN et al., 2005).

Pode-se afirmar que a temperatura de -70°C é mais efetiva do que a temperatura de -20°C
na necrose de células dsseas. Embora num longo tempo de congelamento a -20°C podem ocorrer
resultados similares, porém pode nao ser um protocolo seguro para reduzir a imunogenicidade. A
necrose tecidual neste tratamento esta fortemente associada a formagao de gelo dentro das células
e matriz extracelular. A criopreservagdo com congelamento profundo (-70°C) reduz
substancialmente o potencial antigénico do tecido 6sseo (ANDRADE et al., 2008).

O potencial imunogénico altera-se conforme o preparo recebido pelos enxertos. Os
enxertos frescos causam reagdes imunes inaceitdveis a sua aplicacdo clinica. O congelamento
destes diminui de forma consideravel esta resposta imune do hospedeiro, preservando as
propriedades biomecanicas e osteoindutivas do enxerto. A associacdo de congelamento e
desidratacdo, como na liofilizagdo, diminui ainda mais a resposta imune, porém a custa de
alteragdes biomecanicas indesejaveis (BAPTISTA et al., 2003). Portanto quanto mais agressivo o
processamento menos frequente e menor € a intensidade da resposta imunologica (BETZ, 2002).

O conteudo colageno do osso aldgeno é mantido intacto durante o congelamento a —85°C
e ¢ tido como uma rica fonte de fatores de crescimento e proteinas dssea morfogenéticas (BMPs)

assim como a matriz do leito receptor 6sseo sadio (BAPTISTA et al., 2003).
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A validade de estocagem do o0sso fresco congelado a temperatura de -20°C é de um ano ¢
a temperatura de -70°C ¢é de cinco anos. A validade do osso liofilizado ¢ indefinida (BETZ,
2002).

Modelos animais tém demonstrado que a persisténcia de células aprisionadas nas lacunas
dos ostedcitos de aloenxertos 6sseos congelados podem ainda sensibilizar um hospedeiro. A
maioria dos estudos em humanos que comparam os resultados clinicos e histolégicos com
antigeno de leucdcito humano tipificado ndo demonstrou uma reagdo imune importante

clinicamente relacionada ao uso de aloenxertos 6sseos congelados em humanos (BAUER, 2007).

2.3 O PROCESSO DE INCORPORAGAO DOS ENXERTOS OSSEOS

A incorporagdo pode ser definida como o processo de unido do material enxertado com o
tecido receptor. A incorporagdo de um enxerto dsseo apresenta uma cascata de eventos similares
as fases de consolidacdo de uma fratura (TRUMEES e HERCOWITZ, 1999; ZIPFEL et al.,
2003). Independente do tipo de enxerto 6sseo ocorre diferentes fases até a sua incorporacao final,
que sdo didaticamente dividas em inflamacao, revascularizagdo, osseoindugdo, osseoconducao, e
remodelagdo (GOLDBERG e STEVENSON, 1987).

O tecido do aloenxerto 0sseo ¢ necrdtico, € a incorporagdo com o 0sso adjacente ocorre
pelo reconhecimento morfolégico e pela identificagdao de espiculas de osso necrotico (sem células
nas lacunas de osteocitos). Este processo denominado “creeping substitution” mimetiza o
caminho em que o osso necrotico € reabsorvido e neoformado apds a fratura dssea (BAUER,
2007).

Ocorre um processo inflamatorio inicial € um aumento da atividade vascular na regido
receptora imediatamente apds a colocagdo do enxerto (BURCHARDT et al., 1978; BAPTISTA et
al., 2003; GALEA e KEARNEY, 2005; KAHNBERG, 2006), mediados por fatores de
crescimento e indutores, principalmente o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o
fator de crescimento de transformacdo B (TGF-B) (BAPTISTA et al., 2003; PONTUAL e
MAGINI, 2004; PINHEIRO e GERBI, 2006). O papel das plaquetas como a maior fonte de
PDGF ressalta a importancia do coagulo sanguineo na regeneragdo Ossea (TRUMEES e

HERCOWITZ, 1999; BAPTISTA et al., 2003; ZIPFEL et al., 2003).
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Um fator primordial ¢ o intimo contato do enxerto com o tecido vascularizado do
hospedeiro para determinar a incorporagdo (GALEA ¢ KEARNEY, 2005). Os espagos entre os
fragmentos inibem a passagem dos sinais moleculares e a criagdo de uma estrutura
osteocondutiva (TRUMEES ¢ HERCOWITZ, 1999). A estabilidade do enxerto também ¢
essencial, pois a revascularizacdo ndo ira ocorrer em uma superficie instavel, e a atividade dos
osteoblastos s0 ocorre quando adjacentes a vasos sanguineos (DELLOYE et al, 2003;
ARROTEIA ¢ PEREIRA, 2005).

No interior do enxerto autdgeno, as células que ndo foram mantidas pela difusao de
nutrientes através de adequada revascularizacdo, apresentam necrose (GALEA e KEARNEY,
2005). O trauma cirtrgico e a descorticalizacdo também leva a necrose do osso enxertado. Com a
morte celular, ha liberacdo dos produtos intracelulares. Estes produtos, aliados a uma baixa
tensao do oxigénio e do pH, servem como quimiotaticos para células osteoprogenitoras
indiferenciadas da area receptora (TRUMEES e HERCOWITZ, 1999; ZIPFEL et al., 2003;
GALEA e KEARNEY, 2005). Por volta do quinto dia ocorre atragdo dos macréfagos, por
quimiotaxia, para a area enxertada. A partir dai, os processos reparativos serdo estimulados pelos
fatores de crescimento derivados dos macrofagos (MDGF) (PONTUAL e MAGINI, 2004;
PINHEIRO e GERBI, 2006).

As células e os tecidos necrosados sao removidos pelos macrofagos. Isto cria espagos e
canais para a proliferacdo dos vasos sanguineos do tecido circundante. Sao estes vasos que darao
suporte aos elementos celulares adicionais (osteoblastos e osteoclastos). Os osteoclastos
dissolvem o osso desvitalizado e os osteoblastos formam o novo osso (GALEA e KEARNEY,
2005). O interior do osso cortical ndo ¢ penetrado por vasos sanguineos antes de uma semana. A
velocidade com que o enxerto sera revascularizado dependera do fato de ser medular ou cortical.
A arquitetura porosa do osso medular permite uma revascularizagdo mais rapida e completa do
tecido em relagdo ao que normalmente ¢ visto no osso cortical, levando cerca de duas semanas.
No osso cortical, diferente do osso medular, o reparo ¢ iniciado por osteoclastos, e somente apds
quatro semanas os osteoblastos aparecem para preencher os espagos (BURCHARDT et al,
1978).

Apos a revascularizagdo do enxerto e reparo quase completo da area, que ocorre por volta
da 4° semana, os macréfagos ddo lugar aos osteoblastos (PONTUAL e MAGINI, 2004), numa
cascata mediada por outros fatores quimicos (TRUMEES e HERCOWITZ, 1999; ZIPFEL et al.,
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2003). Ocorre a liberagdo das proteinas dsseas morfogenéticas (BMPs), que agem nas células
adjacentes do canal medular e nos pré-osteoblastos, e induzem a proliferagao e diferenciagao
destas células em osteoblastos funcionais, que irdo secretar matriz 6ssea (TRUMEES e
HERCOWITZ, 1999; PONTUAL e MAGINI, 2004).

Teremos no mesmo enxerto uma mistura de osso vidvel e sem vitalidade, que serad
gradualmente substituido por novo osso a partir da segunda semana até os seis meses. Areas de
novo 0sso € 0sso nao vital podem coexistir por anos. Uma formacdo Ossea significativa
normalmente ocorre ap6s 12 semanas, e coincide com a fase de consolidacdo da unido enxerto-
hospedeiro (BURCHARDT et al., 1978; BAUER e MUSCHLER, 2000).

A partir deste momento o enxerto progride para um osso maduro e funcional, através de
um ciclo normal de reabsorcao e aposi¢ao 6ssea (TRUMEES e HERCOWITZ, 1999; PONTUAL
e MAGINI, 2004).

Hipoteticamente estes mesmos processos ocorrem com o 0sso aldogeno, na interface de
unido enxerto-hospedeiro, porém de forma mais lenta, devido a maior reagdo inflamatoria inicial,
menor revascularizacdo (BURCHARDT et al., 1978; NATHER, 2003; ZIPFEL et al., 2003) e ao
fato do osso alégeno ndo participar da fase inicial da incorporagdao, por ndo possuir funcao
osteogénica, depende totalmente da area receptora para fornecer os elementos vitais para esta fase
(ALLARD et al., 1987). O osso alogeno parece agir mais como uma matriz mineral, que fornece
suporte para a migragao e proliferagao celular (GALEA e KEARNEY, 2005).

Pequenas quantidades de osso alégeno tendem a ser completamente remodeladas em
humanos. Grandes aloenxertos, como os utilizados na ortopedia, tém incorporagdo limitada a
formagdo dssea superficial (BAUER e MUSCHLER, 2000; NATHER, 2003). A remodelacao
geralmente esta restrita a apenas dois a seis milimetros na interface enxerto-hospedeiro
provavelmente devido ao aloenxerto 6sseo cortical processado por congelamento profundo nao
apresentar caracteristicas de osteogénese ou osteoindu¢do. Sua principal caracteristica ¢ a
osteocondu¢do propiciando um arcabougo para as células do hospedeiro repopularizar sua
estrutura fisica (NATHER, 2003).

Enxertos Osseos alogenos ou autdgenos induzem vascularizagdo, e mobilizagdo de células
osteoprogenitoras provenientes do tecido mesenquimal do hospedeiro e rapidamente convertem

estas em tecido 6sseo (MALININ e TEMPLE, 2007). Se os fatores de crescimento nao fossem
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ativados, um aloenxerto 6sseo ndo teria vantagem bioldgica sobre um substituto dsseo sintético
(ASPENBERG, 1996).

Com o aloenxerto a formagao de novo 0sso ocorre primeiramente abaixo do peridsteo e na
interface entre o enxerto e o hospedeiro (BAUER, 2007).

Segundo Bauer (2007) os enxertos 0sseos € os materiais substitutos de enxertos deveriam

ser avaliados através da histologia para definir a biocompatibilidade e as propriedades bioativas.

2.4 ENXERTO OSSEO ALOGENO EM BLOCO PARA A
RECONSTRUGAO DO REBORDO ALVEOLAR

Uma das areas clinicas que frequentemente requerem procedimentos de enxertos dsseos ¢
a implantodontia, onde a perda de volume 6sseo muitas vezes impede a colocagao adequada de
implantes na regiao do rebordo alveolar (BELOTI et al., 2008).

Com a popularizagao dos implantes dentarios aumentou a possibilidade de tratamento
para areas edéntulas. Houve também um aumento na busca da exceléncia estética por parte dos
profissionais devido a maior exigéncia dos pacientes. Em grandes perdas osseas nos rebordos
alveolares ocasionadas por traumatismos, patologias, cirurgias, perdas dentarias, a alternativa
terapéutica de colocagdo de implantes necessita geralmente de enxertos Osseos procurando
restabelecer a fungdo, a forma e a estética (ARX et al., 2001; FEUILLE et al., 2003; HOEXTER,
2003; KAUFMAN e WANG, 2003; CHIAPASCO et al., 20006).

O planejamento reverso ¢ a base do tratamento atual com implantes dentarios, em que o
posicionamento ideal da coroa protética visando a melhor fungao e estética é que vai determinar o
posicionamento do implante (LEVANDOWSKI Jr. et al., 2008). Em virtude deste planejamento,
areas onde seriam instalados implantes de pequeno didmetro e inclinados, numa posicao
desfavoravel comprometendo a protese e a estética, se fazem necessario a colocagao de blocos de
enxertos 0sseos aposicionais para posteriormente instalar os implantes na posigdo ideal (KEITH
Jr., 2004; ZADEH, 2004; CHIAPASCO et al., 2006; KEITH Jr. et al.,, 2006; WALLACE e
GELLIN, 2010). A partir da década de 90 do século XX, os implantes de titdnio e proteses sobre
implantes comegaram a ser relacionados com os aloenxerto em bloco (PERROT et al., 1992;
KONDELL et al., 1996; WILLIAMSON, 1996; ACCETURI et al., 2000; LEONETTI e KOUP,
2003; LYFORD et al., 2003; KEITH Jr., 2004; PETRUNGARO e AMAR, 2005).
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No estudo de Keith Jr. et al. (2006), com abrangéncia de 73 pacientes e 82 reconstrugdes
alveolares, constatou-se o sucesso de 93% dos blocos em 12 meses, ¢ 99% dos implantes, em um
periodo de 25 a 36 meses apds a colocacdo de carga. Apesar do maior potencial imunogénico do
osso alégeno o pos-operatorio dos pacientes foi menos traumatico em relagdo a enxertia
autdgena, € os casos que apresentaram falhas pareciam estar relacionados com erro de técnica ou
infecgdo bacteriana e ndo por reacdo imunologica. Nao houve grandes diferengas clinicas ou
radiograficas em relacdo a enxertia autdgena.

As biopsias realizadas no momento da colocacdo dos implantes em diversos estudos
(KONDELL et al., 1996; LEONETTI e KOUP, 2003; PETRUNGARO ¢ AMAR, 2005; KEITH
Jr. et al., 2006) evidenciaram no exame histologico a deposi¢do de novo osso e até mesmo
auséncia de residuos do material enxertado. Nao foi relatada reacdo imunologica indesejavel em
nenhum caso. Os aloanticorpos pesquisados ndo foram detectados no sangue periférico, o que
parece demonstrar que o osso alogeno e implantes de titdnio podem ser usados na reconstrugao de
maxilas extremamente reabsorvidas (KONDELL et al., 1996).

Acredita-se que o volume do enxerto e a sua colocagdo no leito receptor tém profundo
impacto na quantidade e na qualidade da incorporagdo Ossea, pois grandes volumes demoram
mais para incorporar ou nao sao totalmente incorporados (TRUMEES e HERCOWITZ, 1999;
BAUER e MUSCHLER, 2000; NATHER, 2003).

O osso autdgeno cortical ¢ densamente mineralizado, pouco vascularizado e possui
pequena quantidade celular (ARROTEIA e PEREIRA, 2005). O autoenxerto cortical ndo
vascularizado possui a vantagem de fornecer suporte mecanico na area enxertada. O uso do osso
autdégeno também elimina o risco de reacdes imunoldgicas, mas de uma maneira geral, em
pequenas reconstrugdes, oferece pouca vantagem em relacdo ao osso cortical aldgeno,
particularmente quando a morbidade ¢ considerada (BAUER e MUSCHLER, 2000). As
principais areas doadoras da regido intra-oral (mento e ramo de mandibula) sdo
predominantemente formadas por osso cortical (KAHNBERG, 2006). Alguns autores, como
Bauer e Muschler (2000) e Vaccaro (2002) salientam que mesmo no osso autdégeno, a maioria das
células vidveis da regido doadora necrosa ao serem separadas do suprimento sangiiineo e
processadas no leito cirurgico.

Os aloenxertos corticais sdo osteocondutivos e proporcionam imediato suporte estrutural.

Os aloenxertos preservados com congelamento profundo mantém suas propriedades materiais e
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podem ser implantados imediatamente apds o descongelamento, enquanto os aloenxertos
liofilizados podem ser friaveis e fragilizar na tor¢do e dobramento, e devem sempre ser
reidratados antes da implantacdo (FINKEMEIER, 2002).

Nos enxertos dsseos para aumento de rebordo alveolar na implantodontia, utiliza-se mais
comumente 0 0sso cortical, pois além da disponibilidade intra-oral, também prové maior
estabilidade e resisténcia mecanica inicial (KAHNBERG, 2006). A parte cortical também deve
ser a escolha ao se utilizar material alégeno, pois ao utilizar apenas o 0sso cortical minimiza-se o
potencial imunogénico em relagdo ao osso alégeno medular, rico em células e material organico,
e, portanto com maior potencial imunogénico (LEWANDROWSKI et al., 2001).

O maior nimero de artigos acerca do uso do osso aldogeno na Odontologia esta
relacionado ao osso liofilizado particulado. O osso aldgeno para enxertos em bloco ¢ utilizado
pelo menos desde os anos 60 para corre¢cdo de deformidades maxilofaciais, com resultados
bastante semelhantes a enxertia autdgena, entretanto com reabsor¢ao e incorporacao mais lentas.
Os implantes de titanio e proteses sobre implantes comegaram a ser relacionados com os enxertos
alogenos em bloco no final do século XX. Os casos relatados nos artigos da revisao de literatura
de Levandowski Jr. et al. (2008) mostraram que os enxertos 0sseos apresentavam consisténcia
firme, bem incorporados ¢ bem vascularizados no momento da colocacao dos implantes, o que

permitiu a reabilitagdo protética sobre os implantes em todos os pacientes.

2.5 EFEITOS DA LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA NA
OSTEOGENESE

A cicatrizagao tecidual ¢ um processo complexo que envolve respostas locais e sistémicas.
O processo de cicatrizagdo de feridas envolve diversos tipos de células, enzimas, fatores de
crescimento e outras substancias. O uso de laserterapia de baixa poténcia para a cicatrizacao de
feridas tem demonstrado ser efetiva na modulag¢do das respostas locais e sistémicas (SILVA Jr.
2002).

A laserterapia ¢ uma modalidade de tratamento clinico que resulta em efeitos nao termais
sobre os tecidos e cujos efeitos biologicos promovem um leve aumento na temperatura (ndo
maior que 1°C). A magnitude deste efeito depende do status fisiologico das células e/ou do

estagio clinico prévio a irradiagdo (BRUGNERA Jr., 2009).
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Com as caracteristicas peculiares como coeréncia, monocromaticidade e
unidirecionalidade, o LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) se
diferencia totalmente da luz natural. Dessa maneira, ocorre o desenvolvimento de basicamente
dois grupos de lasers: os lasers de alta poténcia de energia e os lasers de baixa poténcia de
energia, também denominados lasers terapéuticos. A laserterapia auxilia o organismo a regular
seus processos biologicos colaborando com a regeneragdo, restabelecendo o equilibrio, chegando
entdo, a cura de uma forma mais ordenada e, na maioria das vezes, mais rapida. Os efeitos
bioldgicos observados e hoje comprovados pela estimulagdo com laser incluem ativagdo na
producdo de ATPs, auxilio na multiplicacio de fibras colagenas, formagdo de enzimas
especificas, auxilio ao sistema linfatico, beneficios no desenvolvimento de novos vasos
sanguineos (microcirculacdo), aumento significativo na sintese de proteinas e DNA
(BRUGNERA Jr. et al., 2003; PINHEIRO e GERBI, 2006).

Karu (1987) e Karu et al. (2001) afirmaram que o laser terapéutico de baixa poténcia
constitui-se em uma terapia ndo-térmica, capaz de promover alteracdes teciduais e celulares
ocasionadas por diferentes tipos de ativagdes metabdlicas, como por exemplo: aumento da
atividade nas mitocondrias e na bomba sddio-potassio, aumento da vasculariza¢dao e na formacao
de fibroblastos, resultando em um incremento no processo de recuperagdo e/ou cicatrizacao
tecidual com caracteristicas nao-invasivas. A energia dos fétons absorvidos ndo ¢ transformada
em calor, mas, sim, em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobioldgicos nas células e nos
tecidos irradiados (AQUINO e GROSSI, 2005).

A resposta fotobiologica pode ser devido a absor¢do de um comprimento especifico de
onda de algum fotoreceptor molecular desconhecido que participam em reagdes metabolicas nas
células (PINHEIRO e GERBI, 2006).

A célula tem um limiar de sobrevivéncia, segundo o tecido onde esta localizada e segundo
seu estado fisiologico. Quando se trabalha respeitando este limiar oferecendo uma baixa poténcia
de energia, estimulamos a membrana celular e suas mitocOndrias, com o laser, se estara
induzindo essa célula a biomodulagdo, ou seja, trabalhard buscando um estado de normalizagao
da regido afetada, denominado laserterapia (LOPES, 1999).

O efeito da laserterapia de baixa poténcia como adjuvante na cicatrizagdo de feridas esta

comprovado em numerosos estudos clinicos e experimentais. Recentemente o foco de interesse
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tem se voltado para a influéncia do da laserterapia na cicatrizagdo dos tecidos duros, em especial
com o aumento da reparagdo dssea (JAKSE et al., 2007).

O laser de baixa poténcia produz uma radiagdo que é absorvida pelos tecidos, provocando
efeitos diretos (bioquimicos, bioelétricos, bioenergéticos) e efeitos indiretos (estimulo de
microcirculagdo, trofismo celular, efeitos analgésico e antiinflamatorio) que estimulam a
osteogénese (CARVALHO et al., 2002).

Na fase proliferativa do reparo 6sseo, que ocorre nos primeiros dias, o osteoblasto esta
em intensa atividade de sintese, apresentando formato cubdide com prolongamentos celulares,
citoplasma basoéfilo, nicleo excéntrico e nucléolo proeminente (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO,
2008). A ultra-extrutura de um osteoblasto ¢ compativel com a de uma célula que sintetiza
proteinas, apresentando abundante reticulo endoplasmatico rugoso e muitas lamelas do complexo
de golgi, relacionadas com a sintese e o processamento dos componentes da matriz dssea.
Também estdo presentes numerosas mitocondrias, vesiculas do sistema endossomico-lisossomico
e grande quantidade de vesiculas de secre¢do contendo, sobretudo colageno tipo I (ARROTEIA e
PEREIRA, 2005; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

A importancia do uso da laserterapia nesta fase proliferativa ¢ devido ao fato que
mudancas mitocondriais tém sido sugeridas como a esséncia responsavel pelos resultados
positivos da laserterapia, aumentando a proliferacao celular através de mudangas fotoquimicas na
mitocondria, e a energia essencial provavelmente sendo absorvida pelos cromoforos
intracelulares e convertida em energia metabolica, a maioria provavelmente envolvendo a cadeia
respiratoria (citocromo-c oxidase) (KARU, 1987, DORTBUDAK et al., 2000; KARU et al.,
2001; DORTBUDAK et al., 2002; NICOLAU et al., 2003; STEIN et al., 2005; PINHEIRO e
GERBI, 20006).

A laserfotobiomodulagdo ¢ pouco detectavel a partir de 30 dias apds o tratamento, devido
ao fato que durante os estdgios iniciais da repara¢do Ossea o componente celular ¢ mais
proeminente e mais propenso a ser afetado pela luz laser. Mais tarde a matriz dssea € o principal
componente da reparacdo Ossea. Este ¢ o motivo pelo qual a freqiiéncia de aplicagdo do laser ¢
efetiva quando conduzida durante a fase celular, em que o nimero de osteoblastos esta
aumentando (PINHEIRO e GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2009). Os estudos in vitro de células
de calvéaria em camundongos demonstraram que eles ndo manifestam estimulo para a radiagdo a

laser apos 14 dias devido aos osteoblastos estarem maduros (MERLI et al. 2005).
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Os estudos de Pinheiro e Gerbi (2006) refletem a idéia de que células mesenquimais
indiferenciadas podem ser biomoduladas positivamente para osteoblastos, que poderia mais
rapidamente se transformar em ostedcitos. De outro modo a laserterapia parece ineficaz quando
usada no tecido normal. Os efeitos da biomodulagdo da laserterapia observados demandam
algum nivel de deficiéncia tecidual.

A compreensdo dos fendmenos que envolvem a interacdo entre os diversos lasers e
tecidos baseia-se principalmente no entendimento das rea¢des que podem ser induzidas nesses
tecidos. Dentre os aspectos fisicos a serem considerados estd o comprimento de onda (X). E
importante lembrar que cada tipo de meio ativo resulta na producdo de um raio laser com
comprimento de onda especifico, e que cada comprimento de onda reage de maneira diferente
com cada tecido. Outro fator que deve ser considerado ¢ a densidade de poténcia, que regula a
quantidade de energia entregue aos tecidos. Além desses fatores fisicos, temos também que
considerar alguns fatores temporais, como por exemplo, a forma de emissao da luz; se esta ¢ de
forma continua e pulsatil ou desencadeada; a taxa e a duragdo da pulsa¢do. Deve-se ainda
considerar se sdo utilizadas fibras de contato ou ndo, ou se o raio ¢ focado ou desfocado
(PINHEIRO E GERBI, 2004; PINHEIRO e GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2009).

A laserterapia com comprimento de onda no espectro infravermelho mostrou-se como um
estimulante na proliferagdo osteoblastica, na deposicdo de colageno e na neoformagao Ossea,
desde que, aplicados nos momentos iniciais da reparacdo 6ssea, com predominancia da fase
proliferativa celular. As respostas vasculares a laserterapia tém sido sugeridas como possiveis
mecanismos responsaveis pelos resultados clinicos positivos observados. Permanece incerto o
mecanismo pelo qual se desenvolve a estimulagdo Ossea, sugerindo ser um efeito sistémico ou
uma estimulagdo isolada dos osteoblastos (PINHEIRO e GERBI, 2006). E provavel que a
regeneracdo Ossea seja dependente nido apenas da dose de energia total da radiagcdo laser, mas
também do tempo e da forma de radia¢do (SAITO e SHIMIZU, 1999; PINHEIRO e GERBI,
20006).

O uso do diodo de laser de arseneto de galio-aluminio teve um crescimento nos ultimos
anos. Este tipo de laser ¢ conhecido por ter uma grande profundidade de penetragdo em
comparagdo com outros tipos, e isto oferece aos clinicos uma ferramenta de penetracdo nos
tecidos de grande eficiéncia. Foi relatado que a alta penetracdo observada em 820-840 nm

poderia ser devido a baixa absor¢ao da dgua neste comprimento de onda (KHADRA et al., 2004).
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Os parametros limiares de energia, densidade e intensidade, sdo biologicamente
independentes uma das outras. Esta independéncia conta para o sucesso ou falha da
laserfotobiomodulagdo conseguido pelos baixos niveis de densidade de energia (PINHEIRO e
GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2009).

Foi observado que os efeitos da laserfototerapia sdo dose dependente. A dose de
irradiagdo ou densidade de energia ¢ um dos mais importantes pardmetros em laserterapia. A
dose correta da irradiagdo influencia os resultados encontrados. Se a dose for muito baixa pode
nao ser efetiva, assim como, uma dose extremamente alta pode, at€ mesmo, ter efeitos inibitorios
(DORTBUDAK et al., 2000; BRUGNERA Jr., 2009).

Nao ha um consenso de como calcular a dose em laserterapia, devido a fotobiomodulacao
obtida ndo estar limitada pela area que recebe o feixe de luz, mas também ocorre nas areas
proximas a irradiacdo (BRUGNERA Jr., 2009).

A controvérsia observada nos resultados das pesquisas publicadas ¢ devido a diferentes
protocolos empregados, variando o comprimento de ondas, associacdo de comprimento de ondas,
modos de emissdo, e doses em diferentes modelos de células e animais (SILVA Jr. et al., 2002).

E dificil comparar os resultados de estudos envolvendo a laserterapia de baixa poténcia na
literatura devido a grande variedade de métodos utilizados. Poucos estudos tém utilizado
métodos quantitativos para analisar o efeito da laserterapia no tecido 6sseo (NICOLAU et al.,
2003).

Obradovi¢ et al. (2009) realizaram uma revisao da literatura sobre laserterapia de baixa
poténcia e a influéncia do reparo dsseo e a incorporacdao de biomateriais. Concluiram que ainda ¢é
dificil comparar os estudos sobre a agdo da laserterapia na incorporagdo de biomateriais devido
aos modelos experimentais ¢ a duracao dos tratamentos serem muito distintos. Embora, possa ser
concluido que a laserterapia pode oferecer vantagens em termos de recuperacdo periodontal,
funcionalidade dssea e incorporagdo de biomateriais. O desenvolvimento da tecnologia laser
representa talvez uma das mais promissoras modalidades de tratamentos para aumentar a
incorporacdo de biomateriais e para preparar um adequado sitio para o implante. A laserterapia
de baixa poténcia como um fator de estimulacdo dssea, poderad ser usada pelos dentistas para
auxiliar e melhorar a qualidade dssea quando fatores predictivos negativos de incorporagdo e

osseointegragdo sdo identificados.
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2.6 ESTUDOS SOBRE LASERTERAPIA NA REGENERAGAO OSSEA

Destacamos alguns estudos sobre o efeito da laserterapia de baixa poténcia na regeneragao
Ossea, usando para as pesquisas principalmente modelos animais, mas também humanos e
culturas de células.

O objetivo do estudo de Dortbudak et al. (2000) foi determinar o efeito da irradiagdo
continua de ondas de laser de diodo sobre os osteoblastos derivados de células mesenquimais da
medula ossea de ratos. Trés grupos, com 10 culturas cada, foram irradiados em trés tempos (3, 5 e
7 dias) com um laser de baixa poténcia com um comprimento de onda de 690 nm por 60
segundos num total de 4,8 J/cm®. Outros trés grupos, com 10 culturas, foram usados como
controle. Foi utilizado um método empregando um medicamento a base de tetraciclina
fluorescente, para comparar o crescimento 0sseo destes substratos de cultura aos 8, 12 e 16 dias.
Como resultados obtiveram que as culturas com tratamento com laser demonstraram
significativamente maior deposicao de osso fluorescente.

O objetivo do estudo de Silva Jr. et al. (2002) foi avaliar morfometricamente a quantidade
de novo osso formado pela irradiacdo com laser de AsGaAl (A 830 nm) em feridas cirurgicas
criadas no fémur de ratos com aproximadamente 1 cm®. Foram utilizados neste estudo 40 ratos
Wistar que foram divididos em quatro grupos com 10 animais em cada: grupo A (12 sessoes, 4,8
J/em? por sessdo, dose total 57,6 J/em?, tempo de observacio de 28 dias); grupo C (trés sessdes,
4,8 J/em® por sessdo, dose total de 14,4 J/em?, tempo de observagdo de 7 dias); os grupos B ¢ D
atuaram como controles nao irradiados. A morfometria computadorizada demonstrou uma
diferenca significativa das areas de mineralizagdo dos grupos C e D (sete dias). Nao houve
diferengas entre os grupos A e B (28 dias). Concluiram que sob condigdes experimentais a
laserterapia de baixa poténcia aumenta o reparo 0sseo nos estagios precoces.

Dortbudak et al. (2002) conduziram um estudo para avaliar os efeitos da irradiagdo de
baixa energia a laser sobre os ostedcitos e reabsor¢ao Ossea no sitio do implante. Foram usados
cinco babuinos machos com média de 6,5 anos de idade em realizaram quatro perfuragdes para a
instalagdo de implantes em cada crista iliaca. Os sitios do lado esquerdo foram irradiados com
100 mW com laser de baixa energia (A 690 nm) por 1 minuto (6 J/cm®) imediatamente apos a
perfuracdo e a insercdo dos implantes. Os sitios do lado direito foram observados como controle.

Cinco dias depois o osso foi removido em bloco e foi avaliado histomorfometricamente. A média
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de ostedcitos contados por unidade de area foi de 109,8 células no grupo irradiado e de 94,8
células no grupo controle. Como a contagem de células intra-individual variou substancialmente,
a viabilidade dos osteocitos foi utilizada para a avaliagdo. Nos grupos irradiados os ostedcitos
viaveis foram encontrados em 41,7% das lacunas contra 34,4% nos grupos nao irradiados. Esta
diferenca foi estatisticamente significativa. A area total de reabsor¢do e superficie erosionada foi
de 24,6% no grupo irradiado e de 24,9% no grupo controle. Estas diferengas ndo tiveram
significancia estatistica. Este estudo demonstrou que a viabilidade dos ostedcitos era
significativamente maior nas amostras que foram submetidas a irradiacdo a laser imediatamente
apods a perfuracao e apos a instalacdo do implante, quando comparado com os locais de controle.
Isto pode ter um efeito positivo na integracdo de implantes. O grau de reabsorcdo Ossea, em
contraste, ndo foi afetado pela irradiacdo a laser.

Nicolau et al. (2003) estudaram a atividade de células O6sseas apos a laserterapia de baixa
poténcia na area da cirurgia. Os fémures de 48 ratos foram perfurados (1 mm de diametro x 2
mm de profundidade), 24 fémures foram irradiados e 24 serviram de controle. O grupo irradiado
foi tratado com laser de AsGaAl de A 660 nm, 10 J/cm® de radiagdo por sessdo no 2°, 42, 62 8°
dias ap0s a cirurgia, com um total de 40 J/cm® de energia. Os animais foram mortos com 5, 15 ¢
25 dias. Foram realizadas andlises histomorfométricas. Os resultados demonstraram um aumento
no grau de aposicdo mineral e na superficie de osteoblastos nos grupos irradiados. Encontraram
um aumento na superficie de osteoclastos principalmente nos cinco dias apds a cirurgia nos
animais irradiados. A atividade osteoclastica pode influenciar posteriormente a atividade
osteoblastica e vice-versa. Os osteoblastos ¢ osteoclastos tém uma interacao hormonal. A matriz
Ossea libera uma proteina que estimula a formagdo osteoclastica, que ¢ luz-dose dependente.
Concordando com isto, os autores encontraram um aumento dos osteoclastos aos cinco e 15 dias,
que explica a grande superficie de osteoclastos e superficie erosionada aos 25 dias. Isto também
pode explicar os maiores niveis de reabsor¢ao nos animais irradiados. O grande desenvolvimento
de indices de reabsor¢do aos 25 dias esta diretamente proporcional aos indices de estimulacao de
formacdo no estdgio intermedidrio (25 dias). Os resultados com a laserterapia de baixa poténcia
demonstraram que as atividades nas células Osseas ao redor dos locais injuriados a atividade
osteoclastica aumenta. Concluiram que a laserterapia de baixa poténcia usada no periodo
inflamatorio do processo de reparo 6sseo, aumenta a atividade celular normal (reabsor¢do e

formacao).



43

O estudo de Pinheiro et al. (2003) teve como objetivo avaliar histologicamente o efeito da
laserterapia de baixa poténcia (Low-Level Laser Therapy - LLLT) (A 830 nm) no reparo de
defeitos 6sseos padronizados (3 mm) no fémur de 24 ratos Wistar albinus que foram submetidos
a implantes com osso bovino inorganico Gen-ox">. Trés grupos aleatoriamente formados foram
estudados: grupo I (controle, n=6); grupo II (Gen-ox", n=9); e grupo III (Gen-ox" + LLLT, n=9).
Os animais foram irradiados a cada 48 horas durante 15 dias, sendo que a primeira irradiagdo foi
realizada imediatamente apds a cirurgia. Os animais foram irradiados transcutaneamente em
quatro pontos em volta do defeito 6sseo. Em cada ponto a dose de 4 J/cm® era aplicada (©~0.6
mm, 40 mW) e a dose total por sessdo era de 16 J/cm®. A dose total foi de 128 J/cm®. Os animais
foram mortos por uma overdose de anestesia geral aos 15, 21 e 30 dias apos a cirurgia. Apos a
andlise histologica os resultados mostraram evidéncia de um reparo dsseo mais avangado nos
espécimes irradiados em relagdo aos ndo irradiados. O reparo nos espécimes irradiados foi
caracterizado por uma maior neoformacao 6ssea, bem como por uma maior proliferagdo de fibras
colagenas no interior do defeito ja a partir de 15 dias apos a cirurgia, também considerando a
capacidade osteocondutiva do Gen-ox”. Conclui-se que a laserterapia de baixa poténcia resultou
num efeito de biomodulagdo positiva sobre o reparo do defeito 6sseo submetido a implante de
0ss0 bovino inorganico.

Com o objetivo de investigar a eficiéncia da terapéutica da irradiagao do laser (He-Ne; A
632,8 nm) e do osso organico bovino Bio-Oss™* na reparacio de lesdes 6sseas Rochkind et al.
(2004) produziram cavidades com brocas de 3 mm de didmetro em processos alveolares de
mandibula de 29 ratos machos Wistar. Os animais foram divididos em quatro grupos: Gl
(controle lado esquerdo osso intacto e lado direito defeito 6sseo); G2 (Bio-Oss"); G3 (Laser He-
Ne); G4 (Bio-Oss” + Laser He-Ne). O laser foi aplicado por 20 minutos diariamente por 14 dias
consecutivos. A dose total ndo foi relatada no estudo. Apds duas semanas os animais foram
mortos. As pecas Osseas foram analisadas pela técnica de espectroscopia no infravermelho e por
um indice de mineraliza¢do. O indice de mineralizacdo foi maior no grupo em que foi utilizado o
Bio-Oss” em combinagio com a laserterapia de baixa poténcia, seguidos pelo grupo que recebeu
somente a laserterapia, depois pelo grupo que recebeu somente o Bio-Oss® e finalmente pelo

grupo controle.

’ Baumer - Mogi Mirim-SP-Brasil
* Geistlich Pharma AG
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No estudo de Khadra et al. (2004) o objetivo foi investigar o efeito da laserterapia de
baixa poténcia com um laser de diodo de AsGaAl (A 830 nm) aplicado na cicatrizacdo de
implantes de titdnio. O tempo de cicatrizagdo foi de oito semanas. Dois discos de implante de
titdnio com didmetro de 6,25 mm e altura de 1,95 mm foram implantados na cortical 6ssea de
cada tibia proximal de 12 coelhos fémeas da Nova Zelandia (n= 48). Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupo irradiado e grupo controle. A laserterapia de baixa poténcia foi usada
imediatamente apds a cirurgia e a cada dois dias por 10 dias. Os animais foram mortos apds oito
semanas de cicatrizacdo. A média de forga tensional mensurada em Newton no grupo irradiado
foi de 14,35N e no grupo teste foi de 10,27N, sugerindo um ganho na integracdo. A avaliacao
histomorfométrica sugere que o grupo irradiado teve um maior contato osso-implante que o
grupo controle. A porcentagem de calcio e fosforo foi significativamente maior no grupo
irradiado quando comparados com o grupo controle. Os resultados deste estudo sugerem que um
aumento da resisténcia mecanica na interface pode ser devido a laserterapia de baixa poténcia
com AsGaAl. Pode ser um efeito observado devido a um aumento na velocidade metabdlica,
resultando em um processo mais rapido de reparo.

O efeito do laser diodo (GaAIAS; A 830 nm) no processo de reparo de defeitos dsseos
criados em ratos da linhagem Wistar submetidos a implante de osso bovino liofilizado (matriz
organica) (Gen-ox"), associado ou ndo a membrana biologica de osso bovino liofilizado
desmineralizado (Gen-derm®?), foi avaliado histologicamente por Gerbi et al. (2005). Foram
criados defeitos cirargicos padronizados de 3 mm de diametro nos fémures de 42 ratos divididos
em 5 grupos: grupo I (controle n=6); grupo II (Gen-ox" n=9); grupo III (Gen-ox" + Laser n=9);
grupo IV (Gen-ox" + Gen-derm® n=9); grupo V (Gen-ox" + Gen-derm® + Laser n=9). Os
animais dos grupos irradiados receberam 16 J/em? por sessdo dividido em quatro pontos em volta
de cada defeito (4 J/cm?) iniciando a primeira irradiagio imediatamente apds a cirurgia e repetida
7 vezes a cada 48 horas, perfazendo um total de 128 J/em®. Os animais foram mortos com 15, 21
e 30 dias. Foi realizada a analise histologica de laminas coradas com hematoxilina e eosina e
Picrosirius. Os resultados demonstraram que, nas feridas cirGrgicas irradiadas, ficaram
evidenciadas maior concentracdo de fibras colagenas, no inicio do periodo (15 dias) e maior
neoformacgdo dssea, com um trabeculado mais denso e organizado, no final do periodo (30 dias),

quando comparados com os grupos ndo-irradiados. Concluiram que hd um efeito positivo

> Baumer - Mogi Mirim-SP-Brasil
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biomodulativo no processo de cicatrizagdo de defeitos 6sseos associados ou ndo ao uso de 0sso
organico bovino liofilizado e membrana bioldgica bovina liofilizada no f€mur de ratos.

Em outro estudo para avaliar o efeito do laser de He-Ne (A 632,8 nm) Stein et al. (2005)
realizaram 48 culturas de osteoblastos humanos. Sendo 24 culturas de controle e 24 com
aplicacdo laser. A aplicacdo do laser foi em duas sessdes. Foram utilizados trés protocolos
diferentes de dosagem 0.14, 0.43 ¢ 1.43 J/cm’. Os resultados obtidos apds 24 e 48 horas do
término da aplicagdo do laser demonstraram um aumento significativo de 31% a 58% na
sobrevivéncia das células. Obtiveram um aumento em dobro da atividade e expressdao dos
marcadores osteogénicos utilizados no estudo, tais como: fosfatase alcalina, osteopontina,
sialoproteina 0ssea. Os autores concluiram que o laser promoveu proliferacdo e maturacdo de
osteoblastos humanos in vitro.

O efeito da irradiacao com laser de baixa poténcia (AsGaAl — A 670 nm) no reparo 6sseo
de fémures de ratos foi investigado por Merli et al. (2005). Foram utilizados 10 ratos Wistar
machos, sendo realizado um defeito 6sseo de 2 mm de didmetro em cada fémur (um total de 20
defeitos 6sseos). Os fémures do lado esquerdo receberam 3 J/cm” no transoperatorio (antes da
sutura) e ap6s a sutura foram irradiados mais 6 J/cm” no lado esquerdo. No mesmo animal o
fémur do lado direito foi observado como controle. O laser foi aplicado novamente da mesma
forma (6 J/cm?) nos intervalos de 24, 48 ¢ 72 horas. A dose total foi de 27 J/cm®. Os ratos foram
mortos apds 14 dias e os resultados foram analisados usando um método histomorfométrico
quantitativo, que revelou um acumulo mais rapido de novo osso reparativo nos defeitos 6sseos
dos fémures irradiadas.

A influéncia da radiagdo laser GaAlAs (A 830 nm) no processo de cicatrizagdo de enxertos
Osseos autdgenos em ratos foi avaliada histologicamente por Weber et al. (2006). Foram
utilizados 60 ratos Wistar e criados defeitos Osseos padronizados divididos quatro grupos: Gl
(controle); G2 (Laser no leito cirtrgico); G3 (Laser no enxerto); G4 (Laser no leito cirtirgico e no
enxerto). A dose por sessdo foi de 10 J/cm? (fracionada em quatro pontos de 2,5 J/cm® cada) e foi
aplicado no leito cirurgico (G2 e G4) e no enxerto 6sseo (G3 e G4). Apods foram aplicadas a
mesma dose a cada 48 horas durante 15 dias. Portanto os grupos G2 e G3 receberam uma dose
total de 80 J/cm® e o grupo G4 recebeu 90 J/cm®. Os animais foram mortos com 15, 21 e 30 dias.
Foi realizado andlise histologica descritiva e semi-quantitativa. Nos grupos em que o laser foi

aplicado no leito cirrgico no transoperatorio (G2-G4), a reabsor¢do Ossea foi mais intensa. A
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neoformacdo Ossea foi também mais significante tanto quantitativamente como qualitativamente,
confirmando os efeitos de biomodulacao da laserterapia de baixa poténcia.

Com o objetivo de avaliar, por meio de andlise histologica e histomorfométrica
computadorizada, a biomodulagdo do processo de reparo dsseo nas regides de peridsteo, endosteo
e medula 6ssea Guimaraes et al. (2006) confeccionaram defeitos 6sseos de 2,5 mm em fémures
de 27 ratos, sendo que 14 foram submetidos a radiacdo com laser diodo infravermelho (GaAlAs;
A 830 nm), e 13 serviram como controle sem irradia¢do. Os animais foram mortos com 7, 15 e 21
dias e as doses totais de radiacdo foram respectivamente de 24, 48 ¢ 66 J/cm®. Os resultados
obtidos demonstraram que, nos grupos em que o laser foi aplicado a atividade de remodelacao
Ossea foi quantitativamente maior, com maior maturagdo da matriz dssea organica e padroes de
osteogénese avancados, nos periodos iniciais do experimento. Além disso, segundo a analise
histomorfométrica, a biomodulagdo dssea positiva evidenciada nos grupos irradiados apresentou
maior média de trabeculado 6sseo quando comparada aos grupos ndo submetidos a laserterapia
de baixa poténcia. O mapeamento morfométrico evidenciou a producdo de estimulos
biomoduladores positivos com maiores médias de trabéculas Osseas, maiores graus de
osteogénese na regiao do periosteo. Nas regidoes do endosteo e medula ossea a laserterapia nao foi
eficaz. O maior potencial de penetragao, estimulagdo e aceleragao da consolidacao 6ssea ocorreu
na regido periostal e na regido cortical do defeito 6sseo. Os resultados permitiram concluir que, a
laserterapia de baixa poténcia no protocolo estabelecido atua como biomoduladora 6ssea em
regido de periosteo, podendo ser utilizada como coadjuvante no processo de reparo dsseo.

Para avaliar as caracteristicas microscopicas do efeito do laser diodo infravermelho
(GaAlAs; A 830nm), aplicado no periodo de ativagdo e consolidacdo de mandibulas submetidas a
distracdo osteogénica Cerqueira et al. (2007) submeteram dezoito ovelhas a procedimento
cirargico para colocagdo de distrator dsseo em regido de mandibula do lado esquerdo, sendo
divididos em trés grupos: 1 — Controle; 2 — Irradiagdo de laser no periodo de ativagdo; 3 —
Irradiagdo de laser no periodo de contengdo. As irradiagdes foram feitas em cinco sessdes em dias
alternados, com doses de 4,0 J/cm® em quatro pontos pré-determinados, somando 16 J/cm?® por
sessdo, com uma dose total de 80 J/cm®. Apos quatro dias de laténcia no pos-operatorio, 10 dias
de ativag¢do do distrator (I mm/dia) e 21 dias de conten¢@o os animais foram mortos e as pecas
removidas para analise microscopica histologica descritiva. Os resultados demonstraram que os

grupos irradiados apresentaram maior disposicao de trabéculas 6sseas mineralizadas em relagdo
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ao grupo controle, contudo, no Grupo 2 foi observada a presenga de tecido cartilaginoso.
Concluiram que o laser atuou de forma mais favoravel quando utilizado no periodo de
consolidagdo, ap6s o alongamento 6sseo.

Foi realizado um estudo experimental por Jakse et al. (2007) com o objetivo de avaliar se
a laserterapia de baixa poténcia aumenta a regeneragdo dssea ¢ a osseointegracdo de implantes
dentais em enxertos de seio maxilar. Doze ovelhas foram utilizadas neste estudo sendo realizados
24 levantamentos de assoalho do seio maxilar e enxerto com osso medular da crista iliaca. A
insercao dos implantes foi realizada ap6s quatro semanas (seis ovelhas) e apos 12 semanas (seis
ovelhas). Dezesseis semanas apos o segundo estdgio de cirurgia os animais foram mortos.
Unilateralmente, o seio enxertado e durante o segundo estdgio das cirurgias dos sitios dos
implantes eram irradiados no transoperatdrio e trés vezes na primeira semana pos-operatdria com
um laser diodo (A 680 nm, 75 mW). A média de densidade de energia por irradiacdao foi de 3-4
J/em’. Bibpsia da 4rea do enxerto foi obtida durante a cirurgia de implante e apds o sacrificio dos
animais. Foram realizadas andlises histomorfométricas. Nao foi confirmado um efeito positivo
da laserterapia na regeneragao O0ssea com um enxerto medular no seio maxilar. Possivelmente a
laserterapia tem um efeito positivo na osseointegracdo de implantes dentais inseridos apos o
aumento dsseo sinusal, pois apds quatro semanas foi demonstrada a média de 31,3% de osso
periimplantar no lado controle, e 36,5% no lado teste, e apos 12 semanas havia a média de 27,9%
de tecido 0sseo periimplantar no lado controle, enquanto que o lado teste apresentava 32,4%.
Quanto a porcentagem de lacunas contendo ostedcitos nas paredes dos seios maxilares: apos
quatro semanas foram encontradas média de 41,8% (variando de 27,4% a 63,24%) no lado
controle, ¢ de 48,6 % (de 32,54% a 69,24%) no lado irradiado. Apds 12 semanas foram
encontrados a média de 54,6% no lado controle (de 22,15% a 69,24%) a 57,9% (45,95% a
70,91%) no lado irradiado. A andlise histomorfométrica indicou um leve impacto positivo
laserterapia na porcentagem de ostedcitos nas lacunas dsseas.

Com o objetivo de investigar histologicamente os efeitos da fotobiomodulag¢ao (A 790 nm)
no reparo de enxertos Osseos Torres et al. (2008) dividiram 24 ratos Wistar em quatro grupos
onde realizou defeitos oOsseos de 5 mm no fémur: grupo [ controle; grupo I
laserfotobiomodulacdo e enxerto dsseo; grupo III proteinas osseas morfogenéticas (BMPs) e
enxertos dsseos; grupo IV laserfotobiomodulacdo no leito 6sseo e enxerto Osseo + BMPs.

Quando o leito estava apropriado o grupo BMPs foi coberto com osso bovino liofilizado e BMPs
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usados com ou sem membranas de regeneracao 6ssea guiada. Os animais dos grupos irradiados
receberam 10 J/cm® por sessdo dividida em quatro pontos em volta do defeito (2,5 J/em® por
ponto), com a primeira irradiagdo imediatamente apods a cirurgia e repetida a cada 48 horas num
total de oito vezes (G II) e nove vezes (G IV). As doses totais foram de 80 J/cm® (G II) e 90 J/cm®
(G IV). Os animais foram mortos ap6s 40 dias. Foi realizado andlise histoldégica e microscopica
semi-quantitativa.

No topico infiltrado inflamatério os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenca de menos de 25% de infiltrado inflamatorio.

Moderado — presenca de 25% a 50% de infiltrado inflamatorio.

Intenso — presenca de mais de 50% de infiltrado inflamatorio.

No topico deposicao de colageno os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenga de menos de 25% de deposi¢ao de colageno.

Moderado — presenga de 25% a 50% de deposicao de colageno.

Intenso — presenca de mais de 50% de deposicao de colageno.

No topico reabsorc¢ao Ossea os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenga de menos de 25% de reabsor¢ao dssea.

Moderado — presenga de 25% a 50% de reabsorg¢ao Ossea.

Intenso — presenga de mais de 50% de reabsorcao dssea.

No topico formagdo de novo 0sso os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenga de menos de 25% de formagao de novo o0sso.

Moderado — presenga de 25% a 50% de formagao de novo 0sso.

Intenso — presenga de mais de 50% de formagao de novo osso.

Os resultados demonstraram que em todos os grupos tratados, a nova formagao Ossea era
maior e quantitativamente melhor que no grupo ndo tratado. O grupo controle demonstrou um
reparo inferior. Concluiram que laserfotobiomodulagdo teve um efeito positivo biomodulatorio na
cicatrizagdo de defeitos Osseos, e isto era mais evidente quando a irradiacdo € realizada no leito
cirurgico no transoperatorio. Observaram também um efeito positivo quando comparado com o
grupo controle e principalmente quando foi utilizado enxerto 6sseo autdgeno juntamente com a

fotobiomodulacao.
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Pinheiro et al. (2009) realizaram um estudo com o objetivo de investigar através de
analise histologica descritiva e semi-quantitativa os efeitos do laser de fotobiomodulagdo no
reparo de defeitos cirurgicos de 3 mm criados nos fémures de ratos.

No topico infiltrado inflamatoério os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenga de menos de 25% de infiltrado inflamatorio.

Moderado — presenca de 25% a 50% de infiltrado inflamatorio.

Intenso — presenca de mais de 50% de infiltrado inflamatorio.

No topico deposicao de colageno os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenga de menos de 25% de deposi¢do de colageno.

Moderado — presenga de 25% a 50% de deposicao de colageno.

Intenso — presenga de mais de 50% de deposicao de colageno.

No topico reabsorc¢ao Ossea os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenga de menos de 25% de reabsor¢ao dssea.

Moderado — presenga de 25% a 50% de reabsorc¢ao Ossea.

Intenso — presenca de mais de 75% de reabsorcao Ossea.

No topico formagao de novo 0sso os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Discreto — presenga de menos de 25% de formagao de novo 0sso.

Moderado — presenga de 25% a 50% de formagao de novo osso.

Intenso — presenga de mais de 50% de formagdo de novo osso.

Quarenta e cinco ratos foram divididos em quatro grupos: grupo I (controle); grupo II
(laser de fotobiomodulacdo A 830 nm, 40 mW - LBPM); grupo III (regeneracdo 6ssea guiada com
hidroxiapatita- HA GBR); grupo IV (HA GBR +LPBM). Os animais nos grupos irradiados foram
submetidos a uma primeira irradiacdo imediatamente apds o término da cirurgia, e isto foi
repetido a cada dois dias por 15 dias, perfazendo sete aplicacdes com a dose total de 112 J/em®.
Os animais foram mortos com 15, 21 e 30 dias apods a cirurgia. Quando foram comparados os
grupos III e IV, o grupo IV aos quinze dias apresentou um reparo mais rapido. Aos 30 dias os
resultados foram similares para os grupos irradiados e ndo irradiados. O estudo sugere que a
terapia de fotobiomodulacdo a laser pode ter um efeito positivo na cicatrizagdo precoce de
defeitos 6sseos combinado com hidroxiapatita (HA) e regeneracdo 6ssea guiada (GBR).

AboElsaad et al. (2009) investigaram a influéncia do laser de baixa poténcia de A 830 nm

de arseneto de galio-aluminio (GaAlAs) (ondas continuas de 40 mW e 4 J/cm®, com densidade
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total de energia de 16 J/cm®) na cicatrizagdo de defeitos infra-0sseos em humanos tratados com
material de enxerto de vidro bioativo. Vinte pacientes com periodontite cronica e defeitos infra-
0sseos foram incluidos no estudo. Foram tratados 20 defeitos com vidro bioativo e irradiagdo
com laser durante o procedimento cirirgico ¢ nos dias 3, 5 e 7 de pods-operatorio. No lado
contralateral foram tratados 20 defeitos somente com vidro bioativo. Sondagem clinica da
profundidade de bolsa, insercao clinica, e radiografias periapiacais padronizadas foram
registradas como valor padrao e apos trés e seis meses de pos-operatorio. Apos trés meses houve
uma diferenca estatistica significante entre os sitios com laserterapia e sem laserterapia nos
parametros investigados. Embora, apds seis meses, ndo foram observados diferencas. Os
resultados confirmaram os efeitos positivos do laser de baixa poténcia na aceleracdo da
cicatrizagdo dos defeitos periodontais, principalmente nos periodos iniciais.

Campanha et al. (2010) realizaram um estudo com o objetivo de observar a influéncia do
laser infravermelho de baixa poténcia (A 830 nm) no valor do torque de remoc¢do de implantes
sem estabilidade inicial instalados em tibia de coelho. O modelo animal utilizado foram 30
coelhos brancos da raga Nova Zelandia (Oryctolagus Cuniculos). Foram instalados implantes de
superficie usinada com liberdade rotacional na tibia de cada coelho. Eles foram distribuidos de
forma aleatdria em dois grandes grupos, nao irradiados e irradiados com laser (sete aplicagdes de
86 J/cm® cada sessdo, com uma dose total de 602 J/cm?), os quais se subdividiam em trés grupos,
de acordo com o dia em que foram mortos — 15, 30 ou 45 dias. Os valores dos torques foram
obtidos através de um torquimetro digital axial, o qual promovia um contra-torque. Foram obtidas
as médias e os desvios-padrdo de cada grupo, sendo utilizado o Teste t de Student, para
comparacdo entre grupos laser e controle. Observou-se um significativo (p = 0,05) aumento nos
torques de remog¢ao dos implantes irradiados com laser com 15 e 30 dias comparativamente aos
grupos controle. Aos 45 dias ndo foram observadas diferencas significativas. Neste estudo
observou-se uma contribui¢do da laserterapia na osseointegra¢do dos implantes sem estabilidade

inicial, principalmente nos estagios precoces da reparacdo Ossea.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar por meio de microscopia optica (MO) e microscopia eletronica de varredura
(MEV) os efeitos da laserterapia de baixa poténcia na incorporacao de aloenxertos dsseos em
bloco processados por congelamento profundo e implantados em coelhos, analisados em dois

periodos distintos de reparacao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os efeitos da biomodulacao da laserterapia de baixa poténcia no aloenxerto 6sseo
processado por congelamento profundo na deposi¢do de fibras colagenas, na remodelacao
0ssea, no preenchimento das lacunas osteociticas, na incorporacdo do enxerto na interface e
no infiltrado inflamatorio.

e Analisar a viabilidade do método proposto de processamento por congelamento profundo do

aloenxerto 0sseo.
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto desta pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob protocolo de
n° 1.04/08 (ANEXO A), pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) sob o n° 0068/08 (ANEXO B) e
pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da PUCRS sob o registro CEUA 09/00112
(ANEXO C).

Nesta pesquisa foram observadas as Normas para o Uso Cientifico de Animais, que consta
na LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, respeitando-se também os Principios Eticos
na Pesquisa Experimental, determinados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de

Laboratorio (SBCAL).

4.2 CARACTERIZACAO

A pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pés-graduacao em Odontologia, area de
concentragdo CTBMF, da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), como parte integrante da Linha de Pesquisa Laser em Odontologia.

4.3 MODELO ANIMAL E ORGANIZAGAO DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Para esta pesquisa foram utilizados 14 coelhos da raga Nova Zelandia, espécie
Oryctolagos cuniculus, da ordem Lagomorpha, género Oryctolagos, fémeas, adultas (idade entre
oito e 10 meses), pesando entre 3,5 e 4,5 Kg. Os animais selecionados foram obtidos e mantidos,

até o final do experimento, junto ao Biotério da Universidade do Estado de Santa Catarina
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(UDESC) em Lages (SC). Os procedimentos de manipulacdo e alimentacdo foram realizados,
seguindo a rotina do Biotério.

Durante todo o experimento, os animais permaneceram em alojamento com temperatura,
umidade e iluminagdo controladas. Os animais permaneceram em gaiolas individuais
devidamente identificadas e apropriadas ao tamanho de cada animal e suspensas, que evitou o
contato direto com urina e fezes. A dieta foi instituida com racdo especifica para a espécie e agua

ad libitum.

4.3.1 Coelhos doadores dos blocos 6sseos
Foram utilizados dois coelhos da raga Nova Zelandia como doadores do tecido dsseo em

que foram retirados seis blocos da calvaria com 8 mm de didmetro em cada um, totalizando 12
blocos que apds o congelamento profundo serviram como aloenxertos.

Os enxertos 0sseos utilizados neste experimento provenientes da calvaria de coelhos sao
ossos classificados como chatos, que apresentam duas camadas de osso cortical que delimitam
uma regido central de osso esponjoso, que entre suas trabéculas aloja a medula Ossea

(KATCHBURIAN e ARANA, 2004).

4.3.2 Coelhos receptores dos blocos ésseos
Os doze coelhos receptores passaram por um periodo de adaptacdo de 72 horas, e foram

sorteados aleatoriamente para compor os grupos de acordo com o tratamento (laserterapia ou
controle) e com o periodo de cicatrizagdo e morte dos animais (35 ou 70 dias).

Foram formados os seguintes grupos nos modelos experimentais com aloenxertos em
bloco implantados no lado direito da calvaria de cada animal: trés animais com tratamento de
aloenxerto 6sseo ¢ de laserterapia com 35 dias de cicatrizagao (L alo 35); trés animais com
tratamento de aloenxerto 6sseo ¢ sem laserterapia com 35 dias de cicatrizagdo (C alo 35); trés
animais com tratamento de aloenxerto dsseo e de laserterapia com 70 dias de cicatrizagdo (L alo
70); trés animais com tratamento de aloenxerto Osseo e sem laserterapia com 70 dias de
cicatrizagao (C alo 70).

Além destes grupos foram formados grupos de controle positivo (com blocos autdégenos)
implantados no lado esquerdo da calvéria dos mesmos animais do aloenxertos e da mesma forma:
trés animais com tratamento de autoenxerto 6sseo e de laserterapia com 35 dias de cicatrizagdo (L

auto 35); trés animais com tratamento de autoenxerto dsseo e sem laserterapia com 35 dias de
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cicatrizagdo (C auto 35); trés animais com tratamento de autoenxerto 6sseo e de laserterapia com

70 dias de cicatrizagdo (L auto 70); trés animais com tratamento de autoenxerto e sem

laserterapia com 70 dias de cicatrizagdo (C auto 70).

Quadro 1 — Organizac¢io dos grupos experimentais

Grupos Tipo de | Tipo de enxerto | Numero de dias | Nimero de
tratamento de incorporagdo | animais
Calo 35 Controle Aloenxerto 35 dias 3 coelhos
L alo 35 Laserterapia Aloenxerto 35 dias 3 coelhos
Calo 70 Controle Aloenxerto 70 dias 3 coelhos
L alo 70 Laserterapia Aloenxerto 70 dias 3 coelhos
C auto 35 Controle Autoenxerto 35 dias 3 coelhos
(mesmo coelho
(controle +) do C alo 35)
L auto 35 Laserterapia Autoenxerto 35 dias 3 coelhos
(mesmo coelho
(controle +) do L alo 35)
C auto 70 Controle Autoenxerto 70 dias 3 coelhos
(mesmo coelho
(controle +) do C alo 70)
L auto 70 Laserterapia Autoenxerto 70 dias 3 coelhos
(mesmo coelho
(controle +) do L alo 70)

4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO NOS ANIMAIS DOADORES

Para a realizacdo desta pesquisa foram obedecidos os principios de biosseguranca e

controle de infec¢do. Os procedimentos cirirgicos foram realizados no Centro Cirtrgico do

Hospital Veterinario da UDESC.

As cirurgias ocorreram de forma independente, sobre uma bancada protegida por um

campo de mesa estéril descartdvel e trocado, juntamente com os materiais e instrumentais

cirurgicos, a cada animal. Os animais foram submetidos a um periodo de jejum alimentar de 5

horas e hidrico de 3 horas previamente ao procedimento experimental. Foi realizada tricotomia da

regido da cabega localizada entre a regido frontal, parietal e a zigomatica para o procedimento

cirargico; além da regido pavilhdo auricular dorsal, para canulagdo da veia marginal da orelha.
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Na sala de pré-anestesia, apos a afericdo do peso, parametros clinicos como frequéncia
respiratoria, cardiaca e tempo de perfusdo capilar os animais foram pré-medicados com
Tiletamina + Zolazepam (Zoletil 100*°) na dose de 20mg/Kg ¢ Xilazina (Anasedan®’) 3mg/kg
administrados por via intramuscular. Apds o efeito da medicagdo pré-anestésica os animais foram
posicionados em decubito esternal sobre colchdo térmico ativo, sendo a veia marginal da orelha
canulada com cateter de polietileno 24G para administragdo de soro fisiologico 0,9% a 6
gotas/minuto. A manuten¢do da anestesia foi realizada com através de uma mascara acoplada a
um sistema sem reinalagio de gases com administragdo de Isoflurano (Isoforine™®) 1 a 1,5 CAM
(concentracdo alveolar minima) diluido em oxigénio a 100%, com fluxo de 2L/min. através de

1®9

um vaporizador universal (Oxygel ). Foi realizada também a anestesia infiltrativa com 0,5ml de

lidocaina (2%) (Xylestesin®'’) sem vasoconstritor na regido frontopariental. (Figura 1).

Figura 1 — Infiltraciio anestésica na regido frontoparietal.

8 Virbac Saude Animal, Sio Paulo, SP-Brasil

" Vetbrands Saude Animal, Paulinia, SP-Brasil

¥ Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP-Brasil
? Oxygel®, Sao Paulo,SP-Brasil

19 Cristalia Produtos quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP-Brasil
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A antissepsia da pele foi realizada com polivinilpirrolidona-iodo a 1% (Povidine™""

) e os
campos cirurgicos estéreis isolaram a area operatoria.
A incisdo foi realizada com espessura total incluindo o peridsteo com ladmina n*15 com

aproximadamente 5 cm sobre a sutura sagital e centro do frontal (Figura 2).

Figura 2 - Incisdo sobre a sutura sagital e centro do frontal.

' Johnson Diversey — Sio Paulo — SP- Brasil
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Figura 3 - Dissecc¢io dos tecidos moles com descolador freer.

Apbds foi realizada a dissec¢do dos tecidos moles com descolador freer (Golgran®'?)

(Figura 3).

'2 Golgran — Sdo Paulo — SP- Brasil
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Nos coelhos doadores a ostectomia para a retirada dos blocos da calvaria foi realizada

com um motor cirirgico (Kavo®") e peca-de-mio reta (Kavo") com rotagio de 800 rpm e com

®14

uma trefina de 8 mm (Neodent™ ) sob irrigacdo abundante com soro fisiolégico (Figura 4).

|

Figura 4 - Ostectomia para a retirada dos blocos da calvaria.

13 Kavo do Brasil Ind. Com. Ltda, Joinville-SC-Brasil
!4 Neodent — Curitiba — PR - Brasil
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O bloco de enxerto osseo foi cuidadosamente elevado com um descolador freer

(Golgran™) mantendo a integridade da dura-mater e do cérebro (Figura 5).

Figura 5 - Enxerto 6sseo sendo retirado da calvaria do coelho doador.
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Foram retirados seis blocos de osso da calvaria de cada coelho doador (Figura 6),

totalizando 12 blocos para aloenxertos 6sseos.

Figura 6 - Remocio de seis blocos de osso da calvaria de cada coelho doador.

Apos a retirada dos blocos dsseos o protocolo de morte para os animais doadores foi a
associacdo de Tiletamina + Zolazepam (Zoletil 100®) 20mg/kg e Xilazina (Anasedan®) 3mg/kg
por via Intramuscular, seguido de 300mg de cloreto de potassio (Cloreto de Potassio 10%') por

via intravenosa na veia marginal da orelha.

4.5 PROCESSAMENTO POR CONGELAMENTO PROFUNDO DOS
BLOCOS DE ENXERTOS OSSEOS

Os blocos 06sseos retirados foram lavados copiosamente com soro fisioldgico para
remover o sangue, fluidos teciduais e espiculas Osseas. Utilizando descoladores tipo freer
(Golgran™) foram removidos os tecidos moles aderidos ao tecido 6sseo para minimizar reagdes

imunoldgicas. Apos os blocos 6sseos foram acondicionados em embalagens estéreis individuais

'3 Cristalia Produtos quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP-Brasil
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tipo Microtubo Eppendorf®®, cor neutra, volume de 1.5 ml, tampa lisa. As embalagens
com os blocos Osseos foram identificadas com o protocolo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal, nimero do animal (1 ou 2) e a data do procedimento de coleta. Os
blocos o6sseos aldogenos foram congelados e mantidos sob temperatura constante em
congelamento profundo a -70 C° em freezer apropriado (Revco®™'’) no Laboratério da UDESC,
por 30 dias antes das cirurgias de enxerto.

NATHER (2003) afirma que o processamento por congelamento profundo ¢ importante
para reduzir a imunogenicidade ocasionada principalmente pelas células da medula 6ssea, que
apds duas semanas de congelamento profundo devem estar mortas caracterizando um aloenxerto
0sseo que ocasione pouca ou nenhuma reacao de antigenicidade. O protocolo recomendado ¢ o
congelamento profundo por no minimo 30 dias.

Segundo ANDRADE et al. (2008) na pesquisa em coelhos, com relacdo ao tempo de
congelamento no osso cortical sob a temperatura de -70° C a mais importante redugdo da area de
nucleos de ostedcitos no osso cortical ocorre aos 30 dias de congelamento e se mantém o mesmo
durante os outros dias de observagao, sem comprometer a morfologia tecidual. O colageno do
osso cortical sofre desnaturagdo proporcional ao decréscimo de temperatura e a duragdo do
congelamento. Estas alteragdes comprometem a morfologia tecidual apos 90 ou 120 dias de

congelamento sob a temperatura de -70° C.

4.6 PROCEDIMENTO CIRURGICO NOS ANIMAIS RECEPTORES

Ap6s 30 dias os coelhos receptores foram anestesiados da mesma forma dos doadores ¢ os
procedimentos de incisdo e descolamento do retalho foram os mesmos.

Os blocos aldégenos foram retirados das embalagens estéreis e descongelados com soro
fisiologico em temperatura ambiente por 30 minutos. Apos foram perfurados com broca de 1,6
mm (Neodent®™) e fixados na calvaria com um parafuso autoperfurante de 1,5 mm de didmetro
por 6 mm de comprimento (Neodent™) no lado direito inserido através de chave de mio e
conexdo Philips (Neodent™). Da regido mais anterior da calvaria foi retirado com a trefina de 8

mm um enxerto em bloco autégeno para servir como controle positivo da incorporagdo Ossea, €

' Eppendorf do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP-Brasil
"7 Revco Technologies, Asheville - NC - USA
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este foi fixado no lado esquerdo da mesma forma que o bloco aldgeno. Os parafusos foram

ancorados bicorticalmente (Figura 7).

Figura 7 - Bloco autégeno (1) e alégeno (2) fixados com parafuso bicortical de 6 mm.

ApOs irrigagdo abundante, com soro fisiologico, para a limpeza do leito operatorio, a
ferida cirargica foi fechada em um plano tecidual, com sutura no local com fio de nylon 5-0
(Ethicon™"®), de modo continuo.

Foi instituido antibioticoterapia com Enrofloxacina (Chemitril®'® 2,5%) por via
intramuscular na dose de 5Smg/Kg a cada 24h durante 5 dias. A analgesia pos-operatéria foi
instituida com Meloxicam (Maxicam®™*° 0,2%) 0,1mg/kg intramuscular por 3 dias a cada 24h. Em
casos em que os animais manifestassem dor intensa uma dose de resgate com Tramadol 2mg/Kg
(Tramadon™*' 50mg/ml) foi administrado via intramuscular.

O procedimento foi repetido de forma idéntica para todos os animais.

'8 Johnson & Johnson Company. Sio José dos Campos, SP-Brasil

1 Chemitec Agro-veterinaria Ltda, Jaboticabal, SP-Brasil

2 Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos, SP-Brasil

2! Cristalia Produtos quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP-Brasil
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Apds o término das cirurgias, que foram realizadas por um unico operador, os animais
permaneceram no biotério da UDESC, sob cuidados dos pesquisadores e orientagdo de Médicos

Veterinarios.

4.7 PROTOCOLO DE LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA

Imediatamente, ao término da cirurgia os grupos L (laser) receberam a irradiagdo com
laser infravermelho de baixa poténcia, e posteriormente a cada 48 horas uma nova aplicacao,
durante 14 dias, totalizando oito aplicagoes.

Os grupos C (Controle) foram submetidos a uma falsa irradiacio com o aparelho
desligado, para simular o estresse da contengao.

Os parametros de energia empregados foram: aplicacdo de laser de diodo de arseneto de
galio e aluminio (GaAlAs) — comprimento de onda de 830 nm - de 4 J/cm® na poténcia de 100

mW, em modo continuo (Thera Lase™*

) em 4 pontos com a ponteira num angulo de 90° a 0,5 cm
anterior, posterior, lateral esquerda e direita dos blocos de enxertos 6sseos, perfazendo um total

de 16 J/cm” por aplicacio. A dose total do tratamento apds as oito aplicagdes foi de 128 J/cm®.

4.8 PROTOCOLO PARA A MORTE DOS ANIMAIS E REMOGCAO DAS
AMOSTRAS

Os procedimentos de morte dos animais ocorreram com trés animais de cada grupo (laser
e controle) nos periodo de 35 dias (cinco semanas) e trés animais de cada grupo (L e C) no
periodo de 70 dias (10 semanas) apos a realizacdo dos enxertos. O protocolo de morte foi a
associagdo de Tiletamina + Zolazepam (Zoletil 100) 20mg/kg e Xilazina (Anasedan”) 3mg/kg
por via Intramuscular, seguido de 300mg de cloreto de potassio (Cloreto de Potassio 10%) por via
intravenosa na veia marginal da orelha.

Apds a morte dos animais foram realizadas a dissecc¢ao (Figura 8) e ostectomia com broca

trefina (Neodent™) de 10 mm de didmetro, englobando os enxertos e as areas receptoras.

2 DMC Equipamentos Ltda., Sao Carlos, SP, Brasil
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Figura 8 - Dissecc¢io realizada para a ostectomia e remoc¢iao das amostras.

4.9 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

As amostras foram colocados em frascos previamente preparados e etiquetados, contendo
solucdo de formalina tamponada a 10% por um periodo de 48 horas de fixagao.

No Laboratoério de Histologia da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) as
pecas foram submetidas a descalcificacdo por solugdo de acido nitrico aquoso a 5%. Apos essa
etapa foi realizado um corte manual, com lamina de micrétomo, na por¢ao central no sentido
longitudinal da amostra, dividindo a mesma em duas partes iguais.

Os cortes realizados para a analise com Microscopia Optica (MO) foram realizados com
micrétomo no sentido longitudinal com espessura de 5 pm. As laminas histologicas foram
coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina (H&E).

A outra metade da amostra foi processada para microscopia eletronica de varredura
(MEV) no Centro de Microscopia e Microandlises (CEMM) da Pontificia Universidade Catdlica

do Rio Grande do Sul (PUC-RS) da seguinte forma: foram fixadas no porta-espécime com
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auxilio de fita de carbono. A seguir, as amostras foram metalizadas por evaporagdo de ouro e

posicionadas em camara a vacuo para observagdo em microscopio eletronico de varredura.

4.10 ANALISE DAS AMOSTRAS POR MO E MEV

Analise dos enxertos por Microscopia Optica (MO)

Quanto a avaliacao dos efeitos da laserterapia nos tecidos 0sseos utilizamos a Microscopia
Optica (MO) com aumento de 40 X e 100 X. O microscopio 6ptico utilizado foi Olympus®™*
CX31RTSF, e a camera utilizada para as fotos de microscopia 6ptica da marca Olympus® modelo
DP 2 TWAIN e o programa de imagens DP2-BSN Olympus Soft Imaging Solutions®**.

A andlise foi por histologia descritiva e semi-quantitativa adaptado das pesquisas de

Weber et al. (2006), Torres et al. (2008) e Pinheiro et al. (2009) descritas anteriormente.

Quadro 2 - Critérios semi-quantitativos utilizados para analise de microscopia dptica.

Deposicao Remodelac¢do | Preenchimento | Incorporacio Infiltrado
fibras ossea das lacunas do enxerto na | inflamatério
colagenas osteociticas interface
Nio 0 0 0 0 0
Leve + + + + +
Moderado ++ ++ ++ ++ ++
Acentuado +++ +++ +++ +++ +++

No topico analisado denominado deposicio de fibras coliagenas os critérios semi-
quantitativos utilizados foram:
Nao — sem presenga de fibras colagenas.

Leve — presenga de menos de 25% de deposi¢ao de fibras colagenas.

Moderado — presenca de 25% a 50% de deposicao de fibras colagenas.

Acentuado — presenca de mais de 50% de deposi¢do de fibras colagenas.

> Olympus Corporation, Philippines
** Olympus Corporation, Miister, Germany
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No topico analisado denominado remodelacio éssea ((processo fisiologico de reabsorc¢ao
Ossea pelos osteoclastos e deposi¢do de novo osso pelos osteoblastos) os critérios semi-
quantitativos utilizados foram:

Nao — sem remodelagdo ossea.

Leve — presenca de menos de 25% de remodelacgao Ossea.

Moderado — presenga de 25% a 50% de remodelagdo Ossea.

Acentuado — presenca de mais de 50% de remodelagdo Ossea.

No topico analisado denominado preenchimento das lacunas osteociticas os critérios
semi-quantitativos utilizados foram:

Nao — sem preenchimento das lacunas osteociticas.

Leve — presenca de menos de 25% de preenchimento das lacunas osteociticas.

Moderado — presenga de 25% a 50% de preenchimento das lacunas osteociticas.

Acentuado — presenca de mais de 50% de preenchimento das lacunas osteociticas.

No tépico analisado denominado incorpora¢ao do enxerto na interface (entre o enxerto
€ a area receptora) os critérios semi-quantitativos utilizados foram:

Nao — sem incorporagao do enxerto na interface.

Leve — presenga de menos de 25% de incorporag¢do do enxerto na interface.

Moderado — presenca de 25% a 50% de incorporacdo do enxerto na interface.

Acentuado — presenca de mais de 50% de incorporagdo do enxerto na interface.

No topico analisado denominado infiltrado inflamatério os critérios semi-quantitativos
utilizados foram:

Nao — sem infiltrado inflamatério.

Leve — presenga de menos de 25% de infiltrado inflamatorio.

Moderado — presenca de 25% a 50% de infiltrado inflamatorio.

Acentuado — presenca de mais de 50% de infiltrado inflamatoério.
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Os animais e as laminas receberam numeros que identificavam através de uma planilha
quais receberam ou ndo a irradiagdo a laser e os periodos de tempo de cicatrizagdo (que ndo eram

de conhecimento do pesquisador patologista que realizou analise histologica e de MEV).

A analise foi realizada por um patologista experiente com calibragdo prévia e cada
escore foi checado trés vezes para confirmar a consisténcia da graduacao aferida a cada amostra.

A lamina foi avaliada em toda a sua extensdao com aumentos de 40X e 100X.

Anadlise da interface enxerto-irea receptora por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEYV)

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) utilizado foi da marca Philips®* modelo
XL30 com resolugao de 3,5 nm (no modo elétron secundario) e tensao de aceleragdo de 200V a
30kV.

A analise descritiva morfologica foi pelo método visual da interface entre o enxerto e a
area receptora num corte longitudinal no centro de cada amostra com um aumento de 45 vezes e

500 vezes.

** Philips Company
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5 RESULTADOS

Os animais apresentaram o pos-operatério e o periodo de cicatrizagdo sem complicacdes
ou intercorréncias. Nos periodos de morte para a retirada das amostras (com 35 e 70 dias) foram

analisadas clinicamente as areas dos enxertos e ndo apresentavam sinais de infec¢do ou rejeigao.

5.1 AVALIAGCAO HIS TOLQGICA DESCRITIVA E SEMI-QUANTITATIVA
POR MICROSCOPIA OPTICA

A avaliagdo histologica revelou alteragdes, principalmente com relagcdo ao
preenchimento das lacunas osteociticas, desaparecimento do tecido mieldide do osso enxertado
com substituicdo por tecido fibrocolagenoso, reagdo inflamatoria, remodelacdo Ossea e
neovascularizacdo. Essas alteragdes tiveram variagdes conforme o grupo experimental. Em todos

0s grupos, na regiao de interface entre o enxerto e a area receptora ocorreu incorporacao.
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Grupo de aloenxerto 6sseo com 35 dias com laserterapia (L alo 35 - Figura 9A) e
grupo controle (C alo 35 — Figura 9B). (Quadro 3).

No grupo com a laserterapia e controle ocorreu deposicao de fibras colagenas de forma
moderada em todo o espaco medular. Remodelagdo Ossea foi visualizada de forma leve a
moderada para o grupo com laserterapia e ocorreu de forma leve no grupo controle. As lacunas
osteociticas, tanto nos grupos laser como nos grupos controle, estavam preenchidas em sua
maioria na interface entre a area receptora e o enxerto, enquanto que na superficie, no centro e na
periferia das trabéculas dsseas a maioria das lacunas estavam vazias. Infiltrado de células

mononucleares foram vistos nos espagos medulares, sendo de intensidade leve no grupo irradiado

e variando de leve a acentuada no grupo controle.

Figura 9 - A — Aloenxerto ésseo com 35 dias com laserterapia. B — Aloenxerto ésseo com 35 dias, grupo
controle.

1-Osso receptor, Medula 6ssea normal. 2- Remodelacdo 6ssea. 3 — Proliferagdo de fibras colagenas. 4 — Infiltrado
inflamatorio. Seta — Lacunas Osseas vazias. Cabeca de seta — Lacunas dsseas preenchidas. H&E objetiva 10X.



73

Grupo de aloenxerto 0sseo com 70 dias com laserterapia (L alo 70 — figura 10A) e
grupo controle (C alo 70 — figura 10B). (Quadro 4).

As fibras colagenas estavam presentes em quantidade moderada a acentuada nos espagos
medulares do grupo irradiado e de leve a moderada no grupo controle. Remodelagdo 6ssea foi
observada de forma moderada no grupo com laserterapia e leve no grupo controle. As lacunas
Osseas da interface e da superficie do osso irradiado com laserterapia estavam em sua maioria
preenchidas por osteocitos, enquanto que na regido central este preenchimento era visto de forma
moderada. Para o grupo controle a maioria das lacunas estavam vazias no centro e na periferia, o
preenchimento parcial ocorreu na interface entre o enxerto e a area receptora. Leve infiltrado de

macréfagos foi observado nos dois grupos.

Figura 10 - A - Aloenxerto 6sseo com 70 dias com laserterapia. B - Aloenxerto ésseo com 70 dias, grupo
controle.

1- Remodelagdo dssea. 2 — Proliferagio de fibras colagenas. Seta — Lacunas dOsseas vazias. Cabeca de seta — Lacunas
osseas preenchidas. H&E objetiva 10X.
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Grupo de autoenxerto 6sseo com 35 dias com laserterapia (L auto 35 — Figura 11A)
e grupo controle (C auto 35 — Figura 11B). (Quadro 5).

Para os dois grupos a deposicdo de fibras coldgenas variou de leve a moderada
intensidade. Ocorreu remodelacdo dssea de intensidade moderada a acentuada no grupo irradiado
e leve a moderada no grupo controle. A maioria das lacunas do grupo irradiado estavam
preenchidas por ostedcitos enquanto que no grupo controle estavam preenchidas na interface e na

superficie, sendo que no centro a maioria estavam vazias. Infiltrado de macréfagos foram

observados de forma leve a moderada nos dois grupos.

Figura 11 - A - Autoenxerto dsseo com 35 dias com laserterapia. B - Autoenxerto 6sseo com 35 dias, grupo
controle.

1- Remodelag@o 6ssea. 2 — Proliferacdo de fibras colagenas. 3 — Infiltrado inflamatorio. Seta — Lacunas Osseas
vazias. Cabega de seta — Lacunas 6sseas preenchidas. H&E objetiva 10X.
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Grupo de autoenxerto 6sseo com 70 dias com laserterapia (L auto 70 — Figura 12A)
e grupo controle (C auto 70 — Figura 12B). (Quadro 6).

No grupo irradiado e controle a deposicao de fibras coladgenas foi de intensidade leve. A
remodelagdo Ossea estava presente de forma moderada a acentuada no grupo irradiado e no grupo
controle de forma moderada. As lacunas osteociticas nos enxertos irradiados estavam preenchidas
em sua maioria, ¢ as lacunas do grupo controle estavam preenchidas na interface e na superficie e

em menor grau na regido central. Auséncia de infiltrado inflamatério nos dois grupos.

Figura 12 - A - Autoenxerto 6sseo com 70 dias com laserterapia. B - Autoenxerto ésseo com 70 dias, grupo
controle.

Tecido 6sseo com aspecto histomorfoldgico normal, com a maioria das lacunas osteociticas preenchidas.

Seta — Lacunas Osseas vazias. Cabeca de seta — Lacunas dsseas preenchidas. H&E objetiva 10X.

H&E objetiva 10X.
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Representacdo semi-quantitativa das alteragdes histologicas encontras na analise da incorporacdo de enxertos 0sseos
em bloco irradiado com laser de baixa poténcia — Estudo em coelhos.

Quadro 3 - Grupo de aloenxerto 6sseo com 35 dias grupo controle (C alo 35) e com laserterapia (L alo 35).

Deposicio fibras Remodelagiio ssea | Preenchimento das Incorporacio do Infiltrado
colagenas lacunas enxerto na inflamatério
osteociticas interface

1- C1 aloenxerto + + + o =
35d

2- C2 aloenxerto 4 + + o +
35d

3- C3 aloenxerto + + +4 e e
35d

4- L1 aloenxerto +4 + + e +
35d

5- L2 aloenxerto +4 +4 +4 o I
35d

6- L3 aloenxerto +4 +4 + o I
35d

Quadro 4 - Grupo de aloenxerto 6sseo com 70 dias grupo controle (C alo 70) e com laserterapia (L alo 70).
Deposicio fibras Remodelagiio éssea | Preenchimento das Incorporagio do Infiltrado
colagenas lacunas enxerto na inflamatério
osteociticas interface

7- C1 aloenxerto +4 + + 4 +
70d

8- C2 aloenxerto +4 + + 4 +
70d

9- C3 aloenxerto +4 + + 4 +
70d

10- L1 aloenxerto ++ ++4 +4 o +
70d

11- L2 aloenxerto ++ +<4 +4 o +
70d

12- L3 aloenxerto +4 ++4 + +44 +
70 d

Quadro 5 - Grupo de a

utoenxerto 6sseo com 35 dias grupo controle (C auto 35) e com laserterapia (L auto 35).

70d

Deposicio fibras Remodelacao 6ssea | Preenchimento das Incorporacio do Infiltrado
colagenas lacunas enxerto na inflamatério
osteociticas interface

13-C1 autoenxerto +4 +4 ++4 44 +4
35d

14-C2 autoenxerto + + ++4 44 +
35d

15-C3 autoenxerto + +4 ++4 44 +
35d

16-L1 autoenxerto ++ ++4 +4 o + 4
35d

17- L2 autoenxerto + ++ +44 = +
35d

18- L3 autoenxerto +4 ++ +44 = +
35d

Quadro 6 - Grupo de autoenxerto ésseo com 70 dias grupo controle (C auto 70) e com laserterapia (L auto 70).
Deposicio fibras Remodelacao 6ssea | Preenchimento das Incorporaciio do Infiltrado
colagenas lacunas enxerto na inflamatério
osteociticas interface

19-C1 autoenxerto + +4 ++ +4+4 0
70 d

20-C2 autoenxerto +4 ++ +4+4 0
70 d

21-C3 autoenxerto + +4 ++ +4+4 0
70 d

22-L1 autoenxerto + +4 +4 +44 0
70 d

23-L.2 autoenxerto + 44 44 +44 0
70 d

24-L.3 autoenxerto + 44 44 +44 0




71

5.2 AVALIACAO DA INCORPORACAO DOS ENXERTOS NA
INTERFACE ATRAVES DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV) E MICROSCOPIA OPTICA (MO)

Através da MEV observa-se com aumento de 45 X e 500 X (figuras: 13 Ae C; 14 Ae C;
I5AeC;16 AeC;17AeC;18 AeC; 19 Ae C; 20 A e C) e da Microscopia Optica aumento
de 40 X (figuras: 13 B; 14 B; 15 B; 16 B; 17 B; 18 B; 19 B ¢ 20 B) ¢ 100 X (figuras: 9 A e B; 10
AeB; 11 Ae B; 16 A e B) que ocorreu a incorporacdo dos enxertos na interface com a area
receptora em todas as amostras do experimento. Nas areas de osso compacto, o enxerto
apresentava-se em intimo contato com a area receptora, com preenchimento das lacunas
osteociticas, € nos espagos medulares da interface ocorreram degeneragao e necrose da medula e
neovascularizagdo, com deposi¢ao de fibras colagenas e remodelagao Ossea.

A andlise demonstrou a propriedade osteocondutiva dos blocos de aloenxertos Osseos
processados por congelamento profundo, que preservou suas caracteristicas estruturais, € a matriz
Ossea, servindo como arcabougo para a migracdo de vasos sanguineos e células a partir do

hospedeiro para o enxerto.
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Figura 13 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de aloenxerto dsseo com 35 dias com laserterapia (L alo 35).
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Figura 14 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de aloenxerto 6sseo com 35 dias Controle (C alo 35).



80

cc.V Spot Magn Det WD |—| 1m
0.0 kV 5.0 45x SE 95

“AccV  Spot Meign
20.0 kV 5.0 500x . _SE 9.2

Figura 15 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de aloenxerto 6sseo com 70 dias com laserterapia (L alo 70).
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Figura 16 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de aloenxerto 6sseo com 70 dias Controle (C alo 70).
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Figura 17 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de autoenxerto ésseo com 35 dias com laserterapia (L auto 35).
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Figura 18 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de autoenxerto ésseo com 35 dias Controle (C auto 35).
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Figura 19 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de autoenxerto ésseo com 70 dias com laserterapia (L auto 70).
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Figura 20 - A - Microscopia Eletronica de varredura 45 X. B - H&E objetiva 4 X. C - Microscopia Eletronica
de varredura 500 X. Grupo de autoenxerto ésseo com 70 dias Controle (C auto 70).
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa utilizou o modelo animal - coelho, assim como os trabalhos de Khadra et
al. (2004) e Campanha et al. (2010), devido a necessidade de uma area de superficie dssea mais
ampla para avaliar o efeito da laserterapia em blocos 6sseos de maior didmetro, a facilidade de
manuseio, € a disponibilidade no biotério da UDESC. Para a retirada e a implantacdo dos blocos
de autoenxerto e a implantacao de blocos de aloenxertos foram necessario trés areas de 8 mm de
didametro no mesmo animal, sendo utilizada a calvaria por ter uma superficie maior que regides
como o fémur e a tibia, em que a maioria dos trabalhos com laserterapia na regeneracao dssea
utiliza para realizar defeitos 6sseos com pequenos didmetros de 1 a S mm (NICOLAU et al. 2003;
PINHEIRO et al., 2003; ROCHKIND et al., 2004; GERBI et al., 2005; MERLI et al., 2005;
WEBER et al., 2006; GUIMARAES et al., 2006; TORRES et al., 2008; PINHEIRO et al., 2009).

Para se evitar o efeito sistémico do laser utilizaram-se grupos de animais para controle
diferentes dos animais em que foi realizada a laserterapia, assim como a maioria das pesquisas.
Nicolau et al. (2003), Khadra et al. (2004), e Weber et al. (2006) relatam que os efeitos
sistémicos da laserterapia ndo podem ser descartados, assim alguns estudos falharam em revelar
efeitos significantes da irradiagdo quando comparados com controles contralaterais no mesmo
animal. Jakse et al. (2007) ndo confirmaram o efeito positivo da laserterapia no enxerto dsseo
autdégeno, porém o estudo apresenta um viés, a irradiagao foi aplicada no mesmo animal do grupo
controle, portanto os enxertos do seios maxilares podem ter resultados semelhantes devido ao
efeito sistémico da laserterapia.

Quanto ao comprimento de onda e o tipo de laser empregado, a literatura pesquisada ¢
bem diversificada. Alguns autores utilizam em suas pesquisas laser com comprimento de onda de
680-690 nm sem relatar o tipo de laser (DORTBUDAK et al., 2000; DORTBUDAK et al., 2002;
JAKSE et al., 2007). A maioria dos artigos pesquisados utilizou laser de Arseneto de Galio-
Aluminio (AsGaAl) com comprimento de onda de 830 nm (SILV A Jr. et al., 2002; PINHEIRO et
al., 2003; KHADRA et al., 2004; GERBI et al., 2005; WEBER et al., 2006; GUIMARAES et al.,
2006; CERQUEIRA et al., 2007; ABOELSAAD et al., 2009; PINHEIRO et al., 2009,
CAMPANHA et al., 2010) ou AsGaAl com comprimento de onda de 790 nm (TORRES et al.,
2008), AsGaAl com A 670 nm (MERLI et al., 2005), AsGaAl A 660 nm (NICOLAU et al., 2003)
e também com laser de HeNe com comprimento de onda de 632,8 nm (ROCHKIND et al., 2004;
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STEIN et al., 2005). Esta pesquisa utilizou o laser de Arseneto de Galio-Aluminio (AsGaAl) com
comprimento de onda de 830 nm, como a maioria da literatura pesquisada, devido ao bloco de
enxerto 0sseo ser espesso € compacto € a luz laser infravermelha penetrar profundamente nos
tecidos (SILVA Jr. et al., 2002), que pode ser de 2 a 3 cm de penetragdo (KHADRA et al. 2004)
especialmente em tecidos subcutaneos (WEBER et al., 20006).

Os periodos de dias de cicatrizagdo dOssea foram bastante variados nos estudos com
laserterapia pesquisados em animais. Em ratos este periodo variou de 7 a 40 dias, em ovelhas de
35 a 112 dias, e em coelhos de 15 a 56 dias. Neste experimento com o modelo animal coelho foi
avaliada a incorporacdo dos enxertos Osseos em dois periodos distintos de 35 e 70 dias.
Campanha et al. (2004) afirmam que a cicatrizacdo 0ssea em coelhos ocorre trés vezes mais
rapida que a cicatrizagdo 6ssea em humanos. Nestes periodos de 35 dias (5 semanas) e 70 dias
(10 semanas), extrapolando para humanos equivalem a cicatrizagdo 6ssea de aproximadamente
15 semanas (3 a 4 meses) e 30 semanas (7 a 8 meses).

Em relacdo ao numero de aplicagdes os artigos pesquisados relatam de uma a 14
aplicacdes de laserterapia. Nesta pesquisa realizaram-se oito aplicacdes sendo uma no pos-
operatorio imediato ¢ mais sete a cada 48 horas, semelhante aos trabalhos de Pinheiro et al.
(2003), Gerbi et al. (2005), Weber et al. (2006), Guimaraes et al. (2006) e Torres et al. (2008).
Outras pesquisas que realizaram sete aplicagcdes de laserterapia foram Pinheiro et al. (2009) e
Campanha et al. (2010), todas demonstrando os efeitos positivos da biomodulagdo com a
laserterapia. Multiplas irradiagdes sdo mais efetivas que uma simples dose, como um fator de
formacao dssea e crescimento de fibroblastos (MERLI et al. 2005).

Esta pesquisa utilizou o processamento do osso alogeno por congelamento profundo, que
demonstrou ser uma técnica adequada de tratamento para aloenxertos. O bloco aldgeno
apresentou capacidade osteocondutiva e manutengdo estrutural como arcabouco para a
proliferacdo de vasos sanguineos e células, ocorrendo o preenchimento parcial das lacunas
osteociticas, inicio de remodelacdo Ossea, incorporacdo na interface com o hospedeiro. Nao
ocorreram processos infecciosos ou de rejeicdo dos enxertos na andlise clinica. A maioria dos
Bancos de Tecidos Musculo-Esqueléticos do Brasil utilizam principalmente o processamento de
tecido Osseo por congelamento profundo, e em menor quantidade por liofilizagdo. Estes
processamentos sdao associados a testes sorologicos dos doadores, entrevistas com os familiares,

descarte de material que produza cultura bacterioldgica positiva, ¢ manipulacdo do enxerto sob
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condigdes assépticas. Os processamentos excessivos do osso alogeno podem levar a problemas
nas propriedades mecanicas, na osteoconducdo e na osteoindug¢do. O congelamento profundo
atua reduzindo a agua livre a niveis criticos possibilitando a conservagdo das propriedades
estruturais e de osteocondugdo do osso, além de preservar parcialmente as BMPs que podem
estimular na osteoinduc¢do das células do receptor. Ocorre necrose dos ostedcitos deixando as
lacunas osteociticas vazias e possibilitando a redu¢do da reacdo imunologica. A maioria dos
estudos pesquisados ndo demonstrou reacdes imunoldgicas importantes como o processamento
por congelamento profundo. A associagdo de outros métodos como liofilizacdo,
desmineralizacdo, irradiagdo gama, 6xido de etileno, € o uso de perdxido de hidrogénio podem
comprometer as propriedades estruturais que sdao importantes nestes enxertos em bloco
aposicionais (NATHER, 2003; BAPTISTA et al., 2003; DELLOYE et al., 2003; DEPAULA et
al., 2005; GALEA e KEARNEY, 2005; BOSTROM e SEIGERMAN, 2005; HOFMANN et al.,
2005; ASLAN et al., 2006; BAUER, 2007; ANDRADE et al., 2008). Esta pesquisa confirmou o
trabalho de ANDRADE et al. (2008), realizado com blocos 0sseos de coelhos que foram
processados por congelamento profundo a -70°C por 30 dias, mantendo as caracteristicas
estruturais do osso e ndo comprometendo sua morfologia. O processamento por congelamento
profundo ¢ um método que apresenta menor dificuldade para ser realizado, com menos
equipamentos € menores custos quando comparado aos processamentos de liofilizagdo e/ou
desmineralizagao.

Observou-se um aumento da deposi¢ao de fibras colagenas nos blocos alégenos e
autdgenos irradiados com laserterapia de baixa poténcia quando comparados com os grupos nao-
irradiados. O aumento da atividade e da proliferacdo fibroblastica ocasionadas pelo efeito
biomodulatério da laserterapia sdo responsaveis pela maior concentracdo de fibras colagenas
(TORRES et al., 2008; PINHEIRO et al., 2009), concordando com o trabalho de Pinheiro et al.
(2003).

Ocorreu uma predominancia da remodelagdo 6ssea nos grupos irradiados com laser nos
blocos aldgenos aos 35 e aos 70 dias em relacdo ao grupo controle. Concordando com os autores
que demonstram uma maior remodelagdo dssea nos grupos em que foi realizada a laserterapia
(DORTBUDAK et al., 2000; PINHEIRO et al., 2003; NICOLAU et al., 2003; GERBI et al.,
2005; MERLI et al., 2005; GUIMARAES et al., 2006; CERQUEIRA et al., 2007).
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Foi observado maior preenchimento das lacunas osteociticas nos grupos irradiados com
laser principalmente aos 70 dias nos blocos aldégenos e aos 35 dias e 70 dias nos blocos
autdgenos quando comparados aos respectivos grupos controles. Demonstrando vitalidade 6ssea
parcial do aloenxerto e a caracteristica osteocondutora do aloenxerto 6sseo neste breve periodo
do experimento. Os autores Dortbudak et al. (2002) e Jakse et al. (2007) observaram um maior
preenchimento das lacunas osteociticas de enxertos autdgenos nos grupos irradiados com
laserterapia de baixa poténcia quando comparados aos grupos controles nao irradiados.

Todos os grupos apresentaram incorporagdo na interface entre o leito receptor € o enxerto
0sseo. As caracteristicas da unido do osso alogeno com a area receptora sugerem a aceitacao pelo
hospedeiro. Possiveis fatores para esta incorporacdo na interface provavelmente se devem: a
adaptacao adequada do formato da parte interna da calota craniana do bloco do enxerto com a
regido externa da calota craniana do coelho receptor, a estabilidade obtida pelo parafuso
ancorado bicorticalmente, a intimidade dos blocos de enxerto com as células oOsseas e a
vascularizacdo do leito receptor (DELLOYE et al., 2003; ARROTEIA e PEREIRA, 2005;
PINHEIRO e GERBI, 2006). Nather (2003) e Bauer (2007) relatam que a incorporagdao do
aloenxerto com o hospedeiro ocorre primeiramente na interface entre o enxerto e a area receptora
e abaixo do periosteo, corroborando com os resultados desta pesquisa. Como a maioria dos
trabalhos sobre a incorporacdo Ossea ¢ da area de ortopedia, as amostras analisadas possuem
tamanho e volume muito maiores dos utilizados na implantodontia, comumente alcancando
varios centimetros (BURCHARDT et al., 1978; BAUER e MUSCHLER, 2000; NATHER,
2003). Nos rebordos alveolares, o aumento médio esperado ¢ de 4 a 5 mm em espessurae 1 a 2
mm em altura (LEONETTI e KOUP, 2003; KEITH Jr. et al., 2006).

Carvalho et al. (2002), Silva Jr. et al. (2002) e Obradovi¢ et al. (2009) relataram que a
irradiagdo com laserterapia de baixa poténcia absorvida pelos tecidos provoca efeitos indiretos
antiinflamatorio. No grupo de aloenxerto com laserterapia aos 35 dias observou-se uma
biomodulagdo com um menor infiltrado inflamatério que no grupo controle. E relacionando o
aloenxerto comparativamente ao autoenxerto o infiltrado inflamatorio foi menor no autoenxerto,
provavelmente devido ao autoenxerto ndo promover nenhuma reagdo imunologica ao hospedeiro,
enquanto que no aloenxerto, mesmo com o congelamento profundo, existe a possibilidade de

ocorrer reacdo imunologica minima (BETZ, 2002; HAAS et al, 2002; BOSTROM e
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SEIGERMAN, 2005; LONG Jr. et al., 2007; INODA et al., 2007; LEVANDOWSKI Jr. et al.,
2008).

Esta pesquisa demonstrou que ¢ necessario um periodo maior do que 70 dias em coelhos
para a completa incorporacdo 6ssea de aloenxertos. Concordando com Norman-Taylor e Villar
(1997) que relataram que os aloenxertos sofrem alteracdes biologicas que sdo qualitativamente
similares aos autoenxertos, porém ocorrem mais lentamente, devido a maior reagdo inflamatoria
inicial, a possuir reabsor¢do e revascularizagdo mais lentas, e ndo fornecer um contetido celular.
Este atraso no periodo de incorporagdo deve ser levado em conta no momento da colocagdo de
implantes osseointegrados (LEVANDOWSKI Jr. et al., 2008).

Os experimentos em animais sao meétodos usados para estimar a reacdo tecidual de
materiais bioativos. Embora, os resultados obtidos de um modelo animal experimental ndo
devem necessariamente ser extrapolados para os humanos (KHADRA et al., 2004).

Tendo como base esta pesquisa ¢ possivel futuramente analisar a significancia de
alteragdes no tempo de reparagdo, no protocolo cirurgico e de processamento, como a perfuragado
dos blocos dsseos aldgenos, a ativacdo da area receptora através da descorticalizacdo e de
perfuracgdes, a imersdo dos blocos dsseos em antibidticos antes do congelamento profundo, testes

de tragao dos blocos enxertados, testes de expressao de proteinas Osseas.
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7 CONCLUSOES

O aloenxerto 6sseo processado por congelamento profundo associado a laserterapia de
baixa poténcia apresentou incorporacdo na interface com o hospedeiro, remodelagdo Ossea
moderada, preenchimento parcial das lacunas osteociticas, menor infiltrado inflamatério nos
periodos iniciais € maior deposi¢do de fibras coldgenas que o grupo controle, no breve periodo
desta analise.

O aloenxerto 6sseo processado por congelamento profundo associado a laserterapia de
baixa poténcia ¢ adequado como uma alternativa para o tratamento de defeitos dsseos.

O processamento do osso alégeno pelo método de congelamento profundo mantém as

caracteristicas estruturais ¢ viabiliza a osteoconduc¢ao do tecido dsseo.
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(¥ mamenta com tmplmbes oseoinbegrados 8 rem-
nheddamente om méitndo segoro ¢ previstvel para reabilitar
padientes edénhdos’. Entretanto, algumias veres o rebosdo
abwolar se encorira o reabsarvido que Tmpossdhiia a m-
locacio de tmplarses. Para compersar 2 perda desea, viras
riomicas para aumento de rebordao ahvenlar foram propostas,
geralmenite com enxertos autdgenas priovenientes da orista
fifaca ou da snfi=e mandibalar Brdne, Brinemark? foram
en dos primetms a descrever 3 dmic para sEmenio desen
de rebordn alvenlar a fim de possibiltar a mlocacho de fm-
plantes osseoiniegrados.

(¥ =m0 mubtgeno & 2 primcin opglo (pold stendard)
guandn ha necessidade de reconsiner um defieibo deseo al-
voolarseven, por ofererer maior previsibibidade de sesoltada,
3o fraresmifir d oengas e oferecer compieta histooompatbili-
dade™. Fontm, em visia da neressidade de oma segonida deea
drlrgica para a remogda desie s, & csomnie o nberese
par aliemnativas

(¥ ossn alidgeno, obtido de um doador, aege como
mna boa opgin Apds o advento dos banoos de tecidos ¢ 2
amphacio ¢ melhora das donice de preservagin, ¢ maior
a dispamibilidade dos aloenxerins”, o que verm ao encontrn
das neresddades da Implaniodontia (Tabela To

TANELA 1 - TIPLES [ ENNEATCES OS50S ALOCENDS

BN

Congelaeii e =iovadn 1 -BFC A
Congeban m_[*_- it
It E——
i prie e o iradingle
Eeniimene congeiado 1 -34FC
[estinads | Esposz o bt peeda mimesferica.
Imadiacis Gama
'H"::" Nl o e {hnin ce Exema
B e amasTege ind=rminda
[esminenaitada | Expostn a doidor fores
Imadiacis Gama
OFDEA | Aopriade pen mriade.
o (DB -F-h (i ke Bz
et
Fre=ma Refigeradn, e oongedacs

Ao e Tromee, Heviowi |59

Deritre as vanitagers em e uhilizar os=o aligena, in-
diri-se a maior dispordbiidade desma o a chmiragdo deuma
seureda regiho dniTgica pam remoglo de osso aubdgena,
o mrscgien i prevengio da maorbidade na egilo doadom
e menor ot ntal do ratkamenia®

As deswartagens dos alocrnerios emvolvem o As
da ransmissdo de doengas e o potendal de ardgemddade,

complicaghes estas que podem ser controladas por meto dos
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midtods die processamenin. (D ism nfecdioss também pode
sor dimireddo por meo de estes somlogions: dos doad ores,
descarie de material que produza ooliora bactedoldgica
positiva, maripalagio do enxerin sob mondighes assépticas
o estezilizagin®.

Este trabalho tem por objetive f2eer uma meviso de
literatura smbre o =0 do osso aldgeno am blom pam re-
construan de rebordos avealares defidentes, assodado an
tratamenin oom implantes denkires.

() processo de incorporagio
dos enxertos osseos

0 conbedmenin das fses de consalidagdo die uma
frahma & bem sedimentado. Aparentemente, a inooTpora-
o de um enxerin dese0 apresenia ura csrata similar de
OVErREY.

Um ernero dsseo de qualquer raboreza, ai¢ 3 2w
imcarparagan firal, pasa por diferonies Bxes goe o dida-
ticamenie dividas em infamagda, revascolarizacda, osseoin-
oo, essencondupio o remodelagio”

Logn apdsa irstalacho do erseto, oooeme am processs
inflamatiinio tnidal @ um aumenta da atvidade vasoalar na
regin recepinm” P, madiados por R de oesdmenio @
imchatores, princpalmente o faor de cesdmenio derivado de
plaguetas {(FIMCF e o Beor de crescimento de transforma-
o f {TCF-p1= (O papel das plaquetas como a maiar fonie
de FLIDF resalta 2 timportincia do oodgalo sangines ra
IOpATAC A0 R

Aircorporagso depende de it o contain do enxerto
oom @ tecidn vasodarmdo do hospedetro®. A mdsténda de
ESpagD enitte os fragmenios inibe a passagem dos sinais ma-
leculas= ¢ a oriagho deuma estru asteommdima’. Anda,
a estahilidade do emero & essncal, pois a revasoolarizacio
rdo oomererd em uma supaerfide irstvel A revasoolarizacio
parece ser um ftor chave na inmorporagio dssea, pois os
ostooblastos 3o afvos apoenas quando adjaconies a vasos
SInglnoos™,

Mo inberior do eroein ausdgenn, as nifals qoenio fo-
ramm rrem b pela difusio de nutrienies, atrrads de adeqoada
revasoularizag o, apresentam necrse™. & nedose também
DOoETE @m cumsegiinca de rauma drirgio ¢ prcedmenios
como desgasies (desoortairagda) da drea recepbora. Com
a marte celular, ha liberagho dos prodotos intracelslares.
Fss= produtos, aliados 2 uma baba tensdo do odginio @
s redgdo do pH, servem como quimiodtioos para offulas
osicoprogenitonas indiferenciadas da drea recoploma™™.
For volta do quinto dia ocome atraghn dos maomifagns: para
3 Ao prxeriada @ os procomsos repambyos pasam A s
estimulados pelos fatores de cresdmento derdvados dos
mamiégos (MIEFE

Az ofhuila mona o remimidas peles mamdiagos,
crianda espagns £ anals pam a invashn dos vases smglineos
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do eddo drourdanie. 3o ostes vsos qoe darko ssponte
a5 clementos colulares adidorais (osicoblasios e osten-
dastnge

A volocidade com que o enerito serd revesonlarizado
dependerd do i de ser cortical ou medular & argoitchra
parcen do s miedular permibe revesrolriacio mats rApida
e mmpleta do tedido am relagdo ao qoue normalmente & visto
i oo oorical, Ievando aprodmadamente duas semanas® A
TEpATACAD desea nesse casn & indciada logn apds a instalagio
do ermerto, pois 2 agdo dos psteoblasos N&o meresia da
fame prihvia de reatsongio pelos osbendlasbases.

(3 inbesior do ossn cormical n&o & penetrado por vasos
sangiiness anies de uma semana. Mesie caso o repam &
midadn por csteodashos®. Forvolia da quarta semana, apds a
revasculanzacin do emerio e reparno quase completo da dro,
5 mamdfages debam a drea® e ddo loger aos osteoblastios,
e cascaa mediada por oubns Gbores peEmicns™ Ooorse
2 liheracio das proteinas dssoas morfogendétices [BMPs),
que agem: ras oétulas adiacentes do caral medular @ s
pré-csteoblasios, ¢ indumem a prolfeacio o dferendacio
destas ol em osteoblates fundonais, qoe i seoetar
2 ity s

Exshird, enitho, uma mistara de ossa vidvel e omso sem
vitahdade, que se graduaimente substinsido por avo csso a
partir da segunda scrmara 288 o5 scis mesos seguintes. freas
de mavo oemo e osso ndn vikal podern comdstir durarse anos

apds 3 emeria. Uma fommacio desea sgnificativa nommial -
mente omere apds 17 semanas, @ oincide com a fase de

mrsoiidagio da unidn emerin- haspedein®*t
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A partir deste momenin o enxerto progride para um
oemo madero @ Emcknal, sTawds de wem ado normnal die rea-
fmorpin @ apesigho deea (oepng subsiution o, Tabels 1

Arrockns. so oo oo MCETHS PEDOESSES DOOTAIT (T
o om0 Adgenn, poném mais lentamente, devido & maior
reag o inflamatddiairica e menor revascolarizagho™.

Estodos em maxlas edéntolas de mamaoos™ de-
ENONERTAN U, ASSHm COms o DER0 AUBSEEnG, 05 crxertns
aldgenos oeticais bofilizados sendem a sr woRlmente
reatmorddos @ substinddos por novo bedido dexen. Forém,
a remodelagio dio aloenxerio ooorre aprmdmadamienie tnis
mess mais tarde em relagio an auinerseto.

Utlizagio do osso alogeno em bloco

para aumento de rebordo alveslar

A reconstrogda de defeitns alveolares com bloms
dmpos & oomum @ fomdamental para a oolocagio de im-
plamies em oma posicin ideal, mom monseqionte restauag o
proténica adequada.

Embora edsta um grmde mimern de artiges rdadio-
nados a0 osso aldgeno em blom nas Aseas da Omopedia e
Traxenatologla meédica, pouons meos foram relatados emne-
construgses de ebordos alvealires na Odoniologia. (3 maiar
mimern de atigos acerc do uso do osso alégeno na Odon-
tologia estd reladorado ac ce liofiliradn particulada.

¥ ossn aldgero para enxerios em blooo @ oiiliado
palo menos desde o5 anos 50 para cormeg o de deformidades
maxdloéaciais™ =, poen resuliades bastante semelbardes &
ermeziia auhigena, entretanin com rmbsongo e noorporag o
mais lenta.

A partr da década de 90, o= implantes de dtinio e
prieses sabeeimplantes cometaram a ser relacionados
cam os ermertos Aldgenos em blocos == (Tabela ). (s pri-
metrs cascs relatados™ mositarm que oS enxerins dssens
apreseniavam consisténcia frmme, bem incorporados ¢ bem
vasrularizadas no momenin da colocagio dos implantes, o
que permitio a reabibiagdo protética sobre os implartes em
todns os pacientes ratados.

A questin inidal reraia sobre evenhmais reaghes imu-
naldgicas indescfivels frente a0 ermerto aldgenn. Com il
preooupagio, MAanibonie-52 05 anNSCorpos no sIngoe po-
ftmico ¢ malma-se bitpsias nos tecidos moles e daros no
momertn da coloragdo dos implantes na regi%o omerada
& Eamibém no momenin da reabertora dos implanies'. Nao
houve sinais de reagdo agoda de rejeicin. Ashidpsias realiza-
das na colomgio dos implintes mostramm teddo deseo vital
bem vasoularizado intercalad o com tecdido Sbmso. O oame
dax hidpsias realrad s no momento da reabertora (17 meses
erm middha) mestrou (ss0 ben mineErada

Ma hieratem pesgoisada, encontros-se dois estu-
dos multicentro com volume satisfabdmio de informaghes.
) primeiro, om estodo retrospective®, aaloo padenies
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de seis cenitros de pis-graduacdo ra ddadie de Coritiba,
Farmai. Dios 35 padentes submetidos a promedimentos de
ermetos aposickmats, 1B receberam implanies e pribeses
sobretmplantes & form aompanhados por um pesiodo de
abé 24 meses. O indice de asces=o dos enerios ol de BB.5%
{quatrn falhas totais) e dos 114 implantes colocados aperas
s Ealbaram, com indiios de sucesso de 96, 5% 0 auior diou
oo commphicagics pls-opemtdrias; neag o milamatdria fom
s, epOsic A dera (s casns), necrose dese {um osal e
reabsorrin dexnm exagerada (qoatmo cases). Kelatou também
e a5 casos onde o iempo de espera die conspidacio dese
o menor goe sds mess, houve maior tndice de Glbas i
THES STTETHs quanbo nas mmplantes. O indice de sucesso foi
maiior quando o tempo de repar e adma de novwe meses
e sugera o tempo ideal de 12 mess para a incorporagio @
remoddagio de blooos comicis

(D outro esheda multioenin prospactivn encondmado ra
Hiteranma™ emvoheeu 73 pacdionies ¢ 82 reoomstrogises aheolames.
Comstatou o somesso de P3% dos blocos em 12 meses, « PO%
dos mplantes, em wmn perfodode 25 2 36 meses apds acoloc-
dodemrga Dos 97 implantes onlomdos em 52 dreas ener-
ey, howve aperas uma pesa, serm mmpsmeter o e,
o que possthiliion a colomgo de owm implante @ posterior
rstaumacio probéim. Dos sz blocos qoeapresen e falfas
{E5% do total), dnoo boalizwvam-se ra reglao posterior de
mandtaly Chtros ste casns apreennm deisoinda dos
teridos mokes ou inferpio, sem momprometimenta do eroerto
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ou dios implanies. (3x sotores afrmam que os esos de bas
e erpoerios estavam B gadios 2 comgomao inadequadn do bloon,
ool oragin inoorreta dos pam s de foog 3o, nesio o presio
i profiose prvistnia efow infercio seoundidda ressltanie da
inflamachn dos teddos males e e de plam

Apeardomaiorpaterdal imurogirion-do-omo alagena,
oo o auiores: pesquisados relatram gqoe o pds-oporadino
dics pacienios tratados com este material ol mencs mumdtio
em rlagio i emaria mtgena. s casns que apeesentaram fa-
Ihas pameriam estarrelacomados com reasnio Tmmolgics,
oo errn de st ou nfergdo oot

O aromnpanhamento radiografico da evolsgdo da
imcorparagio de enxerins aldgenos aposidonais om madla
£ mandibula mosima gue a borda que separa o enxerio do
tedidn temen receptor s inmma menos nitida a parter de sis a
oito semanas. Entre sois 2 12 mioses 05 emerios geralmenbe
rdlo podesn mais sor idenfificad os com o entidades separadas,
sugerindo a srmulines reabsoego do ermerto & uma graduaal
suibstibrigAo POT THIVD DES0™ T B

s Hdpsias realiradas mo momento da oolocagha dos
implantes evidendaram a deposicdo de nowo oo e até
msne ausinda de resideos do materal enxertado™ ==
Mo howve relaos de macio mmoldgica indesejivel em
renihum caso. (s anficorpos pesquesados rdo foram detoec-
tados no sangoe pesiférion, o gue parcom demorstmr gue
o e aldgerso ¢ Emplantes de Gidnio podiam ser usados ra
recimstng o de madlas miremamente reabenndidas™



112

Discussdo

Cnmo a maionia dos mabalhes sbre a inoorporagdo
dssea vem da drea da Ostopedia, as anosimas analisadas
pussucm Emanho & volume muiin maions dos utilizdosna
Implanindontia, comamenie alcancmido wirios consmatst s
Mo rebordn ahweolar, o aumento médio esperado d ded mma
5 rmem o espessura @ 1 mm a 2 mm em albora {Fgoma T

Fequoras quantidades de cs=o aligeno tondem a
=7 completamente remadeladas em homaros. Crandes
Alocrmertos i remodelagio mimda b camada axperfical,
pemanaerdo o sen mides denitaizadms

Coronme a literahra maliada, percebe-se que os aiin-
oo sem akemantes baldgics qoe o qual hamenee
samilases: 208 AUIDCTIETHES, POnTn ooormem mais lentamente,
devido & maior reagio infamaiteia inidal posasr reabanecio
@ Tevascularizachn mais lentas @ nio fomerer um conbeddo
oelular qoe, toonicamanie, podieria fundonar ocomo wm® gai-
Tho”* para reoformagin dsseat®. Ege amaso decema de tnis
mies= ro periodo de incorporagio deve s kevado em monta
na momerin dy olomcdo de implanies sssmintegrados.

Fama algums sxtores™, o ermerto mootical asdgeno ndo
permite difusdo sufidente pam sostentar a sobrevivitnca de
nenhoma Eaghn de ostetoins vidvels apds o procedimenin
Rrtandn, estes segmanins nio 530 rralmente oseopindons,
mas provitm wm subsmato csteomndativo para a formagio
de o= pelo hospedeirn. (F uso do oz austgeno ool
(irdrabucal) tambeém elimina o riso de raghes imumoite -
25, as de uma manain geal, am peguenas recorsmagies,
alferem powa vaniagen em relagio ao osso cortical al dgena,
particulamente quando a morbidade ¢ monsideradas

Apesrr de ser niibzado prindpalmente por suas pro-
pricdades cseoconduioras, o osso aldgeno parsce ndo s
APCTELS UM estnaiura inerte. Fol demonstzado seceniomen-
o™ gque 2= proteinas desms do ererto aldgero hofilizado
pemaneem atives ¢ estimulam as offoles ronco mesen-
quimais (prowemientes de aspimado medular ausdgeno) a
=2 diferenciar em osteoblasios fndonais. & asociacio de
prado medudar ¢ oen altgeno @ ol ubifrada com sue-
o para aumenta de ebordo alvealar o reabihiacio mm
implantes csscnintegrados™.

Mirda asdm, a carbrda de ungln cssmogfnica acaba
=enicho a grarde desvantagem do assn akdgeno (Tabda 4 Esa
propradade pamre N3o esar reladorada desstamente tom
a mulfiphzho das cdubs videns do emerin, mas smoom
Fatowes; quirmiotgions Eberados apds a morie colulars=.  sine
e rbatihis de um zuter™, na diteaia de &, dermonstrow que
2 adichn de oo amdgeno meduler ou de apirdn de medula
imea melhorna & propriadades Holdgics dos Aoemorios,
oo packlade de indodr @ promover 2 cstooginess a partir
da esEmulagho de odulas prnondiais dos todidios adacomes

Frimetanen, a Eborahuma disporntvel sobee erosorins desmos

Levoresommid br 1 Pacifen P21 Pooec PO | inlio L | Seiles, PR,

akigemos em rehomdos alvenlars ¢ bmitada e deficdenee. Se
Foromn adotsdos o5 oitrios da Aosdomia Amiio de {ssonin-

tegracio {Amenican Acdaerry of Osseoiniegeation - AAD, am
tnch a EBserahm pesqusida apenas quasn imbalhos relaizm um
mminima de dex Tnplantes cnlocmd os, acompanbamenio bong -
muhinal em fungio e desorevem os indines de sy =23
U cpuam imbalhos em questha relataram um iotal de
122 camos coen 363 imyplamites colocad os o sois perdas (2,3

em umn periikle de acompanhamenio que vadou de dez a
Jémeses. (Bs casos que apresentaram falhas paredam estar
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relaci orad s com causs nio imunol dgics, como deficénda
tiaica (comboemo inadequado do blom oo impossihidade
de recobrimnenin por lerido male]) ow infergdo bacteriana

Fara efcito de comparagio, o relabirio da AAC
realizade atrawés de revis3o da Beratora entre 1980 ¢
1005, relatou apenas 753 implantes colocados em regibes
erneriadas com osso aubdgeno proverdenbe de orista ilia-
ca, com indice de sobrevivénda de BE%. Fm regides que
receberamn osso autdgeno inrabocal, 58 implantes foram
colocadas com tndice de 100% de soresso (Tabela 51 Se-
gando este relatdrio ndo existe literatura soficiente para
extabelocer v corsonss niem mesmo quanto & wilizagio
de enzeros autigenos. Com oregdo i regeneracin deso
gaiada, as témicas de aumento de rebordo ahveolar ndo
passuem donemen apio de@lhada, nem acompanbamien-
0 Jorgihediral ssfidente, embora os resultados chinicos
demnonstrem 2 viabilidade da téomica.

{} comserso da Assocagin Furopda para (Mssaninbe-
Fracio (Fumpean Association for (seatniegrabon - EAF™
afirmou que 25 tonicas de aumenio de ehosdo oom: o
aubdgeno aram bastanie documentxdas, poném a qualidade
mietadaldgica da maioria dos artigns poblicad s e mio po-
e o 5o fanta mecescinin ien maor rdene de ensios ciniees
e delneados mom acompanhamenin em longo praen

Com basz na hieratora pesquisada percehe.-se que
apesar de resmaliados dinicos stisfikdmos ald o momenta,
bl 1 Emnitad o nidmiero de trabalhos sobee reconstnacso de
rebordo alvendar com osso aldgeno e a liberabara disporivel
rdo apresonia wma qualidade metodologica que justfigue
o o do osso akigeno quando o ossr ausigeno estver
dispondvel Fxiste, 2nda, a recessidade de mais estedos
e demonsrem 3 viabilidade dssea v 2 omeniniogracio
ticss Emplantes colocados em osso aldgeno o ambém maior
redmero de estudos lorgbadinais prospectivos pama que s
possa desemvolver ma metnd ologia qoe ofercga segoranca
para o padente o pama o profissional
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Conclusin

Com base ra e pesquisada & possivel conchir
que

= (s eroerios deseas al dgenos sofrom alteraghes biok gcas
fue 530 qualtativamente strnilares aos enxertos autdge-
NOS, POnSTn Gommem mas len@menie

= (} stramo no processe de incorporagio @ remodelagio
da o= altgena pode ser de 4002 590 dias pam pequenos
omens ¢ ndeteminado pam emeTios eiensoes.

= Ha um Emitado nimen de tabalhos sbee reconstrogio
de rebardo abveolar oom os=o aldgenn

Liovosresommdh Ir P 1 Pmifen P | Pooe: PO 1 ol P | Silec: RAFRES

= fApesr de resultados dimios sitsfatdnios, a hieratura

a0 apresenta qualidade metodoligica qoe justifigoe
o uso o osn Aldgeno quando o sl g estiver

disporgvel
» Ha neressidade de maior mimero de esodos long bodinais

Para oo s possa almejar uma dbernativa an consagrado
s o o Fubdgero.
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Low-Level Laser Therapy for Implants
Without Initial Stability

Bruno Persim Campanha, PR Cidvis Galina, MSc ® Tonis Goremea, M.Sc *
Raphad Caros Drumand Loro, PruD.® Renato Vakali, M5 F
Fobens Hibber, PruD.? and Marka Gerhard! de Clvera, PriD®

Abstract

Objective This study evahoted the cffect of lowdevel infrared Lser on removal torque vahse s of implants with
poor imtal stahility mserted i rabiit thizs. Background Data Tt & mportant to analyze the efecks of lser
radiation on bone nepair when Tity b and im plants with podor nitial stability ane wed. Matenals and
Methods: Thirty male white Mew Zealand rabbits {Oryctelrgus Cunioulus) about 2 moold and weighing 15-20kg
wiere wmed. Machined implants with poor inifial stability were inserted in e thia of each animal Animals wene
randomby divided inbo two = laser imad iated and bser nonima disted. Fach group was further dividied
inin three subgmoups, aconding to the day the animals were killed: 15, 5, or 454, Torgue valwes were measumed
withan andal digital torquemncter that apphﬂd.mqur_ The Shsdent’s Hestwas used i @l culvte misans and
standard dewviations for the comparisons betwesn lser and ontrol groups. Resudts: A sSgnificant inomse
{ p= 0030} m removal vahes was found i the group of lser-iradiated mmplants 2t 15 and 30d when
cm'n]:m'ed.w:iﬂ'l.ﬂ: cevnred TS Atdsd, mn:iﬁ;li:ﬁ:mt diffe renar= were found. Condusion: In this study, kw-
level luser thera py promoted the oseontegration ofimplants with poor indtial stability, particularhy in the nitial

stages of bone healing.

Imroduction

M.ﬁ:ﬁ' TENTAL TMTLANT studis have focused an ime-
plant surfices and thedr ability bo afleot o sanindegra-
tion dhanaclerstics Bvorably. Changes in the quality of bone
nsed as implardation beds hawe bean investigated, and suc-
ixess fun | ioes s meesgra on haas a b o besen ac hievend in lonse ol ity
bone and implands wigh Litle infital 5 abilihy. 1t & wigin this
salling Shal fhe vse of keekvd las e thaapy (LLLT) in bone
regair has been incrensingly imvestigated. AMhough theaction
of laser radiabion on bone rmason has yet o be fully ex-
plhined, it has #s baen suggesied fal bone regenention
may be dapandent not only on the o el dose of laser radiation
bt alsn on #e duradion and form of iradiation !

Adell ot al® cheerved that, since e pliccment of os
saninegrated implants has baonme a widdy acepted pro-
cadure, studies have fcwed on a shorter haaling time o
o e bone healing bedfone foncBonal loads were applied.
Howeves, suoess rakes are limitad by factors such as incor-
rect selertion of patends, poor oral hygaene, Faomatic oo
el o, and lack of irvigation during surgery. Moneover, ko

bome quality (ko bone density) & still a majpr ause of im-
plard faihare

Sak oesenintegralion depends on seven Bolors: bi conm-
patibility of impland matedals, impland design, imgland sur-
face, surgial acness, patian | aon ditions, biomechan ical s,
and time Additonaly, e Gilure of danal implands o
achieve ossoni niegration may also beattrboied to e lack of
primary sabiliy and mcomovenanss daring haling

Saveral shud s have evalusdad e effacts of LLLT on bone
repair in surgical defecks cresled on mat femurs ™™ Resulls
showed grater and faster bone ormation in S irmad laled
dedets, and #e authors condluded that gallinmea heminum-
arsenide Gadlis) LLLT promobed efedtive bone repair bio-
medulation of surgdcal wounds when comparad with coninal
ETOups.

Laser therapy with infrared waveang Be has bean shown
to simulite osieoblistc prolifeation, collagen deposition,
and bone formaton if applied in #e ina shges of bone
repair, when all prolileraion §s predominant Vasoular
resporees i laser wmapy ane consideed as one of the pos-
sibk applnatons or positive dinkal resulls, sinee e

1Hﬂdnfn-“j,1.k.r-ﬁ&}'ﬁﬂ& Bl 1o ma iy, Bl Hormioeis, Braeidl

o o I N
Mt of P e 1'

e Camidiien o B Grasde do Saal (PUCRS), Pesto Aleyss, Braeil
Sade Candlca do oo Grede do Sal (| PLICRS), Porse Aleore, Boasll
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migchanis e of bane stimul @ion are sill undear and may be
attribuied o sysiemic effacts or e Bolited samulation of
oo bl

Derdudak ot al” in a study in baboons, showed that
osleoryte viability was significangly higher in the samples
subjacted to bser irradiadion immediately after implant site
drilling and implant ireertion than in #he conirol sites, a ne-
wult that may have a positive afled on implant indegration.
Bane resonplion rale, in onimasl was nod afieded by lsa
firradiadion.

(O hypodhesis, in e presend study, & ha e removal
torgque vale of taniun implanis inseked with roftional
freedom (no iniial stability) in rabbil Bhiss will inoese
when implanis ane submitied o0 LLLT, acoord ing to the bser
therapy pomiocol proposed in Sis stody, with 5, 3, and
45 fallonw ap assessment

Maimdals and Methods

This study we evalugted and approved by the Researh
Ehics Commiliee of ghe Sthool of Dendistry, Pontificia Unis
varsidade Caldlica do Rio Grande do Sul, Porto Alegme
Brazxl, under apgroval nomber O0ED/0E.

Thirty white malke New Zealand rabbits §Omctokipus cu-
micsles) gbont Zmo old and weighing 1.5-20kg wene nan-
daomly divided indo bwo featment groups: a bserdrradiaied
o (L and anonirradi@ed groap {C) These g roups were
Further subdivided into three groups, according i the day
ithe: animals wene killad: 15 {L1 and (3], 30 {12 and 2], and
45 {13 and (3) d afier initial lbser Samapy.

Surgical proced wes, maindanance, and animal killing were
canducted in #he Animal Labomatory of S Stae Foundation
for Produdtion and Health Research (Pundagio Esdual
de Produgio ¢ Fesguis am Saddd, of Aundmal
Prodoction and Experiman tasion {1 visio de Produgio ¢ Ex-
perimentacin Animal = DPFEA) Braal Rabbils wes kapt in
suspan ded individual mges o avoid ghar diredt condact with
mrine @nd faces. They meoeived a solid dhow (Purina™) and
water ad libitom The rooms wew temperatone controlled,
and the animalks were kept under normal lighsing, homidisy,
and temperatone conditions. Madhined gmde 2 §@niom im-
plants, 2 Smm in diamaer and & 00 mem bong, with nosurfice
trentment wene man bobured especially for this stody (Cons
exdin Sibema de Prdteses Lida, STo Paalo, SP, Brazil)

The animals were anesfhaized and, afler 10min, e in-
tenal regian of their pws was shavad with a mchargable
clipper (0steq) and cdeanad with dophor diluted in 700K
v fv aknhal

Sterilizad surg ical fizlds wene placed over ghe animals with
an opaning only whare Bhe incikion was going o be made
Afer Bat, 18ml of 2% ldomine and epinaphring at 150,000
e locally infecied o v s oonn sbrc Bon ..

The underly ing bone was exposed (madial aspect of e
tibia) by displacing e pericslenm with a Mol pericsieam
elevator, which was alo wsad o separate and hold Gasoes
oul of fe operating field

Soquential burs wem usad inoa bogical previously estab-
lished order at S0 rodbions per mirmie (rpm)and 30 N tor-
que- A molor and handpiece for implands were wad at
161 e meachuoli o

The first instrument was a Z0-mem diamaer piked drill
msed anly to break #he ewlewmal cortical layer. After that, a
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mpinal drill, also 200mm in diameder, was used o perirate
Iy o B i v it Ao chiad e sevomd comticall Ly o
but did rot periorate it Depth was about & mem, that is, Ehe
exact s of & implants, which were intentionally mana-
factared with this length for monomrtical anchorage The
third drill was used o the same depth, but #s diameler was
23mmn {Fig 1) which resulted in interdional lack of indal
wability bevause the machingd implands had a disneder of
2 Srm All periomiions were made under dbundand eviemmal
irrigation with saline

Adter the sequential drills were wad, fe machined im-
plants, 25mm in diamaer and &0 men kong, ware i reeried
with a specially designad hand driver. Onee inseried, By
touched the inemal cortial layer bt did not perforae it
They were hen redated counlerclock wise for hall a bum, and
thedr plrement was thes standardized: monoon#ical an-
chorage and able o rolate fredy on the bone bed.

The incision was dosad with a 440 melon aonineons su-
ture, and fwo poings were markad on Bhe animal’s skin o
indicate whese the implard was ploed for ghe lae appli
cation of laser therapy.

After surgery, the animalks reneived the first laser appli-
cation with E30nmm wavelength CaAlas (Thera Lase
Equipamanics Lida, 5o Carlos, SF, Brazil) at 0 %] e’ om
cach poind ior 515 Power was 10mW in condinoous mode.

An optical fiber with 3 DOX0T e’ anea was used &
Irnsontneously irmadiate 4 points anound the implant, & a
total dose of 85 par application per day. The same irradia-
ton procadure was rapaatad every 48h with a toll of
7 applicaBons.

Mo red lated animals fooniral group) reoeived mock i
radiason with Bhe lser wnd b s ichad off, and undersend ghie
mme nowine as e imdiakd animals Sutanes wens ne-
moved at 7d in all grougs.

On day 15, that &, 45h after the last lser application,
animaks in the L1 and 1 groups wews kilkd in a carbon-
dicnide chamber. Animaks in $e 12 and (2 groups were
kilked om day A1, and #ose in L3 and O3 groups on day 45

After death, the implant sites wane accessed with a #11
sralpe] blade; #he tibia was aposed and camfolly osteotos
mized with a sakety margin of at kst 20mm on @ach side of
the implant. The spevimen was placed in a jar and fived for

FIL 1. Ostacdory performed wigh 23 bar.
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FE.. 2 Agparshus to stabilize resin blodks in axial digital
borquesnaa {ho apply oo o bomg e

24h in 10°% formaldebyde Afer Bal, spedimans were am-
bedded in chemially coured aorylic resin bl ks

For grealer maasn et 300 uracy, an appanad W used
to shabilize the resin blodks and o avoid the applimson of
lateral fomoes during e triaks. This apparaios alo prevanied
the blocks from moving, minimizing the rsk of fractone
{Fig 2}

Tomyue values wane raad with an axial digila] torquemeter
that applied counder-forque couniernodaional movement)
to e imnprlands, and penk domue values wese reonded.

The orquenass deplay showed forque values inoess ing
pEdually from the initial application of forceop o the point
e it s dopped. The: i § atoena i Ty s ored torgoe valoes
at the et moment e implant was separated from bone,
that i, e maximal torque value required for roptare.

The orguemeter was prevalibmated at the Cal brabion La-
borsory of #e School of Bngineedng of Pontifica Uni

367

varsdade Caitlica do o Crande do Sal (FUCHS) by wing
anoher tong uemeter. This laboratory belon gs o the Brazxilian
" a lilrorcat e ) sty ook ] e o] e vy thee: B iliam sl bt
af Mesmuremants, Morms and Industdal Quality (InsSkaio
M bomalde Medralogia, Mormalizagio ¢ Qual dade Industrial,
INMETROL

Stafsfcal analpsis

Outcnme dats wese revorded in iables for bier evaloation
and statstial anayses. The Stodents Mest was wad i
calrolate mears and sndard deviations for each group for
comnjpareons between lser and cordral groups. The level of
shgnificance was s al 95%

Results

Rerwwval bongoe valoes for eadh implant were divided by
groups acconding to eatmant (with or without lser) and
time poinds {15, 30, or 45d). AT resabs are shown in Table 1L

The Students dest reveaked statstially significard dif-
femences | =005 inlorquevalies at 15d when comparing
groups C1 and 11 (p= 00013, & wdl as & 30d when com-
paring groups (2 and L2 {p=0030). On the other hand,
resulis obdained in the comparton batwemn goups O3 and
L3, & 454, did nod show shtisbeally significant differences
{ =000 infongque values {p=0215L

Dizoussion

The use of LILT on bone haling %10 aond the devel
opEnand of edrhad suiaces' ' % have been inoressingly in-
vestigated after studies showed significant fallure rates of
smcoth implands when placed in maxdllae with liftle dhvanlar
bane ridge and, partcularly, in ke guality bone fvpe 4]

Lonw bome quality and ineafficent bone are e g rokest
challerges in teatmands widh implant plaoement Tmplant
characerilics, sudh as chenim] surbice, bad, tevhure and
porcsity, may influence in vivo bone responss” Surface
marphology may incroese impland tongue removal values,'#

Tame 1. Torgus EEsmoval. BEsnrs roe MONIERANATED AND [READIATID ANmdals 47 Doreeest Tie Pooirs

Noswrraaka b anuealts

Lrradated g s

Grong | An bveal Reweoml horgue ( Wowd G Aniveal Rewsomal borgase (o)
Garoup C1 {15d) Groap 11 (15d)
Rabibit 1 1] Rabbit 15 183
Rabkit 2 &l Rabbit 17 14
Hakbiil 3 Y Habkit 1= 147
Hakiit 4 T4 Rabkit s By
Hakiil 5 Ty Hakdit 20 122
L'.rm&ﬂﬂ-:!ﬂd] Groap 12 3od)
Ha & 164 HRabkir 21 Fa |
Hakbkit 7 185 HRakkir 212 1
Hakbibil = 12 Rabkit 13 ns
Hakbbil @ 1T Hakdit 24 s
Halkkit 10 1T Hakdit 2% X
Group (3 (454d) Groap 12 @5d)
Ri&.ﬂ mn 4 Ralbbit 25 -1 -]
Rabkbit 12 4 Ralbbit 27 Pt
Rabkbit 13 Pt Rabbit 2= =3
Rabbit 14 s Rabbit 29 Ind
Rabbit 15 4 Ralblbit 30 il
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and laser therapy may positively cordrifoie to st
and cesenintegmition whan applad atan arly slage 10

The resuls of the study by Khadra & al™ suggest a
promising roke for LLLT as a reatmend modality for aocder-
ating implant healing in bone LLLT might ako show a fa-
woradh e efleat o aeeal gy and @ hemand of Hitani um implan s

Thare s nostandard protocn] for e e of lase irradiation
o improve oesenin legration in implaniology, and e idal
laser seemis to be the one Bhal takes radiation io the depth
narerzary 0 Ee tnatmend In this stody, we usad S30nm
wavdkeng b Gadlds bser, acording o the prodoon] devel-
cpad by Khadra @ al

According o Dorbodak & alF irradiafion dese affacts
resulis very low doses may not be effactve, and exbremely
high doses may inhibit espomses.

We waed machined (smock) implantds o ovduale ke
therany in situations #hat show reduced chanees of suoness,
such as when kw-quality bone b wad and imglands do not
havesatishotory inital stab ility {rofational fread o). For this
meazan, implants weare insefed iIn very ponos bones (rabbi
tibias), ool d rodade frealy, and were anchored in the eviemnal
cortcal layer only. Ivanaoff o al™ and Bohner @ al®™ found
that monocortical §mplands had less conlact with bone, which
significantly reduced their anchorage and hence yieldad a
premiarer climica] o raoeis.

In #his stody, bser was e only vasah e befwemn grouaps.
Therdore, i might have boen responsible for the changes
measunad with the torquemater. Our findings con firm those
reported in most studies dbout fhe biomodulaton ofiedt of
lazer, partcularly these Sat loused on the initial stages of
the healing prodess 45

Condlusion

This stody analyzed tianium implants wigh notational
freedom fno initial shbiliy) nseried in #he Bbias of fwo
Erougs of Moy Foaland rabbits. Afler irmadiating anly one of
the groups with Gaalas, we concdhuded that a gnater asiach-
mend of Enplands o e bore cocorred at 15 and 3d in ge
lasergmup The mean removal tongoe vale: found in #e laser

o was sl sboally higher than in the oon ol groop {kevd
of shgnificanoe s at ¥5%) inthe initial sages of bone healing

(15 and 30d). Afler 45d, no significant difference was ob-
served. However, kongderm stadies and dincal teaks ol
ing hunan beings should be conductad o forher evalaateand

candirm these experimenda] finding s
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ANEXO A

Cetea R

Comité de Bica em Bxperimentagao Animal
Centmo de Céncias Agroveterinanas

Oficio n © 02/08 — CETEA/CAV

Lages, 25 de Marco de 2008.

Prezado Professor

O Comité de Etica em Experimentagao Animal do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias, reunido no dia 03/03/2008, aprovou o projeto de pesquisa de
protocolo n° 1.04/08. Origem: Departamento de Odontologia/PUC-RS.
Interessado: Prof. Dr. Rogério Miranda Pagnoncelli e Prof. Dr. Aury Nunes de
Moraes. Titulo: “ Biomodulagdo do Laser de GaAlAs no processo de
incorporagao ¢ssea de aloenxertos”.

Sem mais para o0 momento, agradecemos.

Atenciosamente,
4 i W
Prof. Aury'Nunes de Moraes \ szodc.
Presidehte do CETEA ’#’}
llmo. Sr. 3
Prof. Dr. Rogério Miranda Pagnoncelli
CAV/UDESC

Av. Luiz de Camdes, 2090 - Lages/SC - Cep 88520-000 - Tel: (49) 221 2252
E-mail: a2anm@cav.udesc.br



ANEXO B

\"f’-i\, Comissdo Cientifica e de Etica
?:; Faculdade da Odontologia da PUCRS
y

Porto Alegre 13 de maio de 2009

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n°: 0068/08

Intitulado: Andlise da incorporagdo de aloenxerto 6sseo em bloco
irradiado com laser de baixa poténcia

Pesquisador Responsivel: Prof. Dr. Rogério Miranda Pagnoncelli
Pesquisadores Associados Renato Valiati; Aury Nunes de Moraes

Nivel: Doutorado

Foi aprovado pela Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS

em /7 de setembro de 2008.

Este projeto deverd ser imediatamente encaminhado ao CEUA/PUCRS

Juanior
da Comissao Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 : Fone/Fax: (§l) 333&3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-pg@pucrs.br

90619-900
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ANEXO C

i?tF.
1” CEUA: Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

. PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- -GRADUAGAO
PUC COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 199/10 - CEUA Porto Alegre, 02 de dezembro de 2010.

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 09/00112, intitulado: “Analise
da incorporacao de aloenxerto O0sseo em bloco irradiado com
laser de baixa poténcia”.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

Pro ra. Anamarla GongaEs Feijo
Cooxdenadora do CEUA CRS

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. Rogerio Miranda Pagnoncelli
N/Universidade

_ . | campus Central
PUC[‘. 1‘} Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314
P | cep: 90610-000

Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br



